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1 Uvod

U prvom dijelu uvoda nalazi se pregled dosadasnjeg znanja o etiopatogenezi senilne makularne

degeneracije, potencijalnim biomarkerima i vaznosti glikozilacije u bioloskim procesima.

1.1  Senilna makularna degeneracija

1.1.1 Definicija i klini¢ke znacajnosti

Senilna makularna degeneracija (SMD, od engl. age-related macular degeneration — AMD),
prvi put opisana 1929. godine, primarno je degenerativno oboljenje centralnog dijela mreznice
— makule koja je odgovorna za rezoluciju finih detalja i slike. Uslijed patologije zilni¢no-
mrezni¢nog dijela makule dolazi do progresivnog gubitka centralne vidne oStrine i naposljetku
nepovratne sljepoce, koja je odredena najboljom ispravljenom vidnom ostrinom manjom od 0,1
na boljem oku. U populaciji iznad 55. godine zivota uzrok je za priblizno 50% slucajeva
centralne sljepo¢e u Europi, SAD-u i Australiji. Senilna makularna degeneracija je slozena
viSeuzro¢na bolest u Cijoj patogenezi sudjeluju visestruki okoli$ni i geneticki ¢imbenici
uzrokujuéi promjene ekstracelularnog matriksa, nakupljanje lipida, proteina i njihovih
nerazgradljivih mjeSavina, razvoj kroni¢ne upalne reakcije posredovane komplementom i

imunoloskim sustavom, kao i angiogenezu (1).

U pocetku je bolest obi¢no bez simptoma, tek neki bolesnici primijete blagu sredisnju
iskrivljenost vida, pogotovo prilikom ¢itanja pri loSem osvjetljenju, kao i smanjenu kontrastnu
osjetljivost i sposobnost prilagodbe na mrak. Napredovanjem bolesti dolazi do znacajne
distorzije slike (metamorfopsija), paracentralnih i/ili centralnih skotoma u vidnom polju i pada
vidne ostrine Sto vodi gubitku moguénosti obavljanja svakodnevnih aktivnosti kao §to su
Citanje, gledanje televizije, voznja automobila i prepoznavanje lica (2, 3). Pacijentima kojima
je veé postavljena dijagnoza senilne makularne degeneracije, onima koji pripadaju rizi¢noj
skupini i starijoj populaciji preporuc¢uju se samokontrole centralnog vidnog polja s pomocu

Amslerove resetke (Slika 1.).
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Slika 1. Amslerova reSetka za samokontrolu centralnog vidnog polja (URL:

http://eyesight.nu/amsler-grid/; pristupljeno: 20. rujna 2022.)

Karakteristine lezije SMD-a su druze, tvorbe Zilni¢no-mrezni¢nog sloja koje su vidljive
klinickim pregledom ili na fotografiji fundusa u boji, ¢ime mozemo pratiti stanje na straznjem
polu oka. Druze, ovisno o veli¢ini dijelimo na tvrde ili male promjera < 63 pm, srednje velike
(intermedijarne), promjera > 63 pum i velike druze promjera > 125 um (1). Na temelju histoloske
analize i elektronske mikroskopije rije¢ je o otpadnom materijalu, smjestenom izmedu bazalne
membrane retinalnog pigmentnog epitela (RPE) i unutarnjeg kolagenoznog sloja Bruchove
membrane (BM), a nazivamo ga bazalnim linearnim depozitom. U sastav depozita ulaze razne
sastavnice ukljucujuc¢i neutralne lipide s esterificiranim i neesterificiranim kolesterolom koji
¢ini vise od 40% volumena, razli¢iti proteini kao §to su apolipoproteini, matriksne
metaloproteinaze, inhibitori  matriksnih  metaloproteinaza, komplement, inhibitori
komplementa, imunoglobulini (Ig) i mnogi drugi koji podlijezu procesima glikozilacije, a §to
mijenja njihovu strukturu i funkciju (4, 5). Napredovanjem bolesti iz rane i/ili intermedijarne
suhe forme, koja se odlikuje druzama i poremecajima retinalnog pigmentnog epitela, nastupa
kasni stadij. Patofizioloski okida¢i koji na razini RPE-a, BM-a i koriokapilarnog (engl.
choriocappillaris) sloja zilnice dovode do razvoja kasnog stadija bolesti jo§ uvijek nisu

dovoljno poznati (6).



Geografska atrofija (GA) suha je forma kasnog stadija karakterizirana skotomima u vidnom
polju uslijed gubitka RPE-a, fotoreceptora i podlezeéeg CC sloja. Histoloske studije potvrdile
su da se prvo dogada atrofija RPE-a pracena funkcionalnim i strukturnim promjenama na razini
fotoreceptora, a potom degeneracija CC sloja (6). Promjene nastupaju postupno, a vidna o$trina
pacijenta ovisi o fovealnoj zahvacenosti. U nazo¢nosti velikih druza i hiperpigmentacijskih
promjena prosjecno vrijeme razvoja GA iznosi 5 do 6 godina, dok u slucaju

hipopigmentacijskih promjena 2,5 godine (7, 8).

Neovaskularna forma eksudativni je oblik kasnog stadija SMD-a koji ovisno o lokalizaciji
neovaskularizacije dijelimo na zilni¢ni (engl. chorodial neovascularization — CNV) i
mrezniéni, kao i subfovealni, jukstafovealni i ekstrafovealni tip (2, 3). Razlikujemo klasi¢nu
podjelu prema fluoresceinskoj angiografiji (FAG) i novu anatomsku podjelu temeljenu na
angiografiji indocijanin zelenilom i optickoj koherentnoj tomografiji i angiografiji (engl.
optical coherence tomography — OCT; optical coherence tomography angiography — OCTA)
(9-11). Neovaskularni SMD ukljucuje nekoliko tipi¢énih lezija, a to su prisutnost subretinalnog
i/ili sub-RPE edema ili hemoragije, prekid kontinuiteta RPE-a (engl. RPE tear), odvajanje RPE-
a (engl. pigment epithelium detachment) seroznog ili fibrovaskularnog tipa, tvrdi eksudati i

subretinalno fibrovaskularno oziljno tkivo (12).

Prilikom postavljanja dijagnoze senilne makularne degeneracije uzimamo u obzir i zivotnu dob
pacijenta, a klini¢ka studija MACUSTAR definirala je donju granicu zivotne dobi od 55 godina.
Medutim, time se ne iskljucuje pojavnost istih klini¢kih promjena u makuli i u mladoj Zivotnoj
dobi. Rani oblik makulopatije s druzama ili rani oblik makularnih druza (engl. early-onset
drusen maculopathy ili early-onset macular drusen — EODM) u pacijenata ispod 55 godina
ozbiljno je stanje koje u ranijoj Zivotnoj dobi vodi gubitku vidne ostrine. Do sada nije jasno je
li EODM zaseban entitet ili prema dobi rani oblik makularne degeneracije zbog nedovoljno
istrazenih fenotipskih i genotipskih karakteristika. U EODM-u razlikujemo predominatnu
formu s velikim druzama u makuli, ekstramakularnu formu s malim, intermedijarnim i velikim
druzama, hiperpigmentacijske promjene, degeneraciju retinalnog pigmentnog epitela,
geografsku atrofiju i zilniénu neovaskularizaciju. Predominantni oblik povezan je s visokim
rizikom progresije jer oko 45% pacijenata s EODM-om razvit ¢e kasni stadij SMD-a u Sestom

desetljecu zivota barem u jednom oku (13).



1.1.2 Epidemiolo$ka slika, socioekonomskKi i psiholoski ucinci

Prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti Svjetske zdravstvene organizacije, SMD je na prvom
mjestu uzroka sljepoc¢e u populaciji iznad 55. godine Zivota u razvijenim zemljama i treéi
globalni uzrok sljepoce iza mrene i glaukoma, s udjelom od 8,7% bez obzira na dob i geografsko
podrucje. S obzirom na starenje populacije suha forma SMD-a koja ¢ini 80% svih slucajeva
bolesti odgovorna je za priblizno 21% zakonske sljepo¢e u SAD-u, dok na eksudativnu formu
koja je odgovorna za 90% slucajeva akutnog gubitka vida otpada 20% prijavljenih sluc¢aja (1).
U zapadnim zemljama priblizno 1 — 3% ukupne populacije ima uznapredovali oblik bolesti s
kasnim stadijem barem na jednom oku. Geografska atrofija i eksudativni oblik s
neovaskularizacijom nisu medusobno iskljucive, pa 12% pacijenata razvija oba oblika SMD-a,
uz Cesti razvoj GA nakon tretiranja CNV-a inhibitorima vaskularnog endotelnog ¢imbenika

rasta (engl. vascular endothelial growth factor — VEGF) (14).

Ucestalost bolesti najvisa je u populacija europskog podrijetla. Tri su velike populacijske
studije (The Blue Mountains Eye Study, Beaver Dam Eye Study, Rotterdam Study) s podacima
o incidenciji i prevalenciji SMD-a u bijeloj rasi. Uzevsi u obzir dob kao najrizi¢niji ¢imbenik
nastanka i progresije bolesti prevalencija kasnog stadija SMD-a u sve 3 studije bila je 0,2% u
zivotnoj dobi od 55. do 64. godine zivota i 13,1% u populaciji iznad 85 godina Zivota, s veCom
incidencijom kod Zena u svim starosnim skupinama (15). Metaanaliza temeljena na 14
kohortnih grupa u Europskom konzorciju epidemologije o¢nih bolesti pokazala je da je
prevalencija rane forme SMD-a 13,2% nasuprot 3,0% kasnog oblika u populaciji iznad 70.

godine Zivota (16).

Globalne metaanalize pokazale su gotovo dva puta vecu prevalenciju SMD-a u Europljana u
odnosu na Azijate (11,2% nasuprot 6,8% za rani stadij SMD-a; 12,3% nasuprot 7,4% za bilo
koji oblik SMD-a) i africku populaciju (11,2% nasuprot 7,1% za rani oblik SMD-a; 0,5%
nasuprot 0,3% za kasni stadij SMD-a; 12,3% nasuprot 7,5% za bilo koji oblik SMD-a). Kad je
rije¢ o kasnoj formi bolesti, prevalencija GA u pripadnika bijele rase u Europi (1,11%) bila je
veca u odnosu na africku populaciju (0,14%), Azijate (0,21%) i Hispanoamerikance (0,16%),
dok se prevalencija eksudativnog oblika bolesti nije statisticki znacajno razlikovala (17). Kod

azijske populacije ¢esca je polipoidalna koroidalna vaskulopatija (engl. polipoidal choroidal



vasculopathy) u odnosu na okultni ili klasi¢ni tip CNV-a. Polipoidalna vaskulopatija ¢ini 50%
neovaskularne forme SMD-a kod Azijata u odnosu na bijelu rasu gdje se javlja kod 8 — 13%
populacije. Mrezni¢na angiomatoza predstavlja 12 — 15% sluc¢aja neovaskularne forme (11, 18).

S obzirom na sveprisutni trend starenja populacije u mnogim zemljama, procjene su da vise od
20% populacije iznad 70. godine zivota i 34% iznad 80. godine ima degeneraciju makule barem
na jednom oku, Sto postaje vazan javnozdravstveni problem zapadne medicine i razvijenih
zemalja koje ¢e snositi i ve¢e ekonomske posljedice. U azijskim zemljama zbog promjene
demografskih karakteristika i sveprisutnog zapadnjackog stila zivota broj slu¢ajeva SMD-a je
u porastu. Globalna je procjena da ¢e do 2040. oko 288 milijuna ljudi imati SMD te su zbog
toga, kao i socioekonomskog izazova bolesti, brojna istrazivanja usmjerena na razumijevanje
utjecaja ¢imbenika rizika okolisa, patogenetskih mehanizama bolesti i potencijalnih biomarkera
(17). Godisnji trosak americkog zdravstvenog sustava na obradu i lije¢enje pacijenata sa SMD-
om je izmedu 575 i 733 milijuna $ (19). Unato¢ tomu SMD ipak pokazuje pad prevalencije
promjenom stila zivota i uvodenjem terapijskih inhibitora VEGF-a. Zadnje populacijske studije
pokazale su da je zakonska sljepo¢a uzrokovana SMD-om smanjena za 50% u zapadnim

zemljama uvodenjem navedene terapije (2, 3).

Senilna makularna degeneracija ima velike posljedice po kvalitetu Zivota. U razdoblju od 5
godina 5% pacijenta s ranim stadijem bolesti razvit ¢e kasnu formu, s porastom incidencije od
15% unutar 15 godina (15, 16). Provedene analize o kvaliteti Zivota pokazale su da su pacijenti
sa SMD-om, narocito kasnom formom bolesti, depresivni, nezadovoljni i pod veé¢im stresom
zbog nemogucnosti obavljanja svakodnevnih aktivnosti. Veci je 1 stupanj invalidnosti zbog
veceg broja nezgoda pacijenata sa SMD-om, a neke studije pokazale su da je geografska atrofija

povezana s razli¢itim oblicima demencija i kognitivnog ostecenja (1, 2).

1.1.3 Rizi¢ni ¢imbenici

Senilna makularna degeneracija viseuzrocna je bolest koja nastaje interakcijom gena i okolisnih
¢imbenika rizika. Etiopatogeneza jos uvijek nije u cijelosti razjasnjena, medutim, smatra se da
je u patogenezi bolesti kljuan oksidacijski stres. Oksidacijski stres ukljucuje gotovo sve

poznate Cimbenike rizika i gotovo sve pretpostavljene mehanizme patogeneze bolesti.



Progresija bolesti varira u ovisnosti o prisutnim identificiranim ¢imbenicima rizika, a upravo
razumijevanje i identifikacija tih ¢imbenika otvara moguénost procjene nastanka i progresije
bolesti u svakog pojedinog pacijenata. Opisani su razli¢iti demografski, okolisni, geneticki,
epigeneticki, molekularni i fenotipski ¢imbenici rizika koji su povezani s nastankom i
progresijom SMD-a. Napredak u novim modalitetima snimanja mreznice i zilnice, kao i razvoj
genske i molekularne tehnologije, otkrio je mnoge dosad nepoznate ¢imbenike rizika i

omogucio razvoj boljih klini¢kih klasifikacijskih ljestvica stadija i progresije SMD-a (20).

1.1.3.1 Demografski i okoli$ni ¢imbenici rizika

Metaanalizom, koja je obuhvatila vise od 94 000 ispitanika, identificirani su visokorizi¢ni i
niskoriziéni ¢imbenici. Zivotna dob, pusacki status, operacija mrene i pozitivna obiteljska
anamneza SMD-a znacajni su prediktori razvoja SMD-a. Rizi¢ni ¢imbenici s nizom
znacajnoscu su visi tjelesni indeks mase (engl. body mass indeks — BMI), arterijska hipertenzija,

kardiovaskularne bolesti i poviSena razina fibrinogena u plazmi (21, 22).

Dob je najvazniji demografski ¢imbenik rizika. Zbog trenda starenja populacije u sljede¢ih 40
godina mozemo ocekivati porast prevalencije SMD-a, s ne§to ve¢om progresijom u geografsku
atrofiju u odnosu na neovaskularnu formu. Prevalencija ranog stadija bolesti raste s 3,5% u
dobnoj skupini od 55 — 59 godina na 17,6% u starijih od 85 godina. Za kasni oblik bolesti ove
stope prevalencije rastu s 0,1% na 9,8% (16). Multietni¢ke studije pokazale su i razli¢itu
prevalenciju ranog i kasnog stadija bolesti izmedu ispitanika razli¢ite etni¢ke pripadnosti.
Smatra se da povisena razina melanina u stanicama RPE u populacija africkog podrijetla djeluje

kao ultravioletni filtar koji §titi stanice RPE-a i BM-a od izloZenosti sun¢evom zracenju (23).

Pusenje je uz starenje drugi znacajni ¢imbenik rizika za razvoj SMD, koji izravno ovisi o broju
konzumiranih cigareta u danu. Smatra se da pusenje dovodi do povecanja oksidacijskog stresa,
agregacije trombocita, poviSene razine fibrinogena, redukcije plazmatskih vrijednosti
lipoproteina velike gustoce (engl. high-density lipoprotein — HDL) i antioksidansa (askorbinske
kiseline i proteina sulfhidrilnih skupina), razvoja upale na razini RPE-a i ishemi¢nih

vaskularnih promjena zilnice (22, 24). PuSenje je povezano s razvojem bilo kojeg oblika SMD-
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a, s naglaskom na brzu progresiju GA. Potrebno je 20 godina da bivsi pusSaci izjednace rizik

nastanka bolesti u odnosu na osobe koje nikad nisu pusile (1, 20).

Visoki indeks tjelesne mase (BMI > 30), opseg struka i povecani omjer opsega struka i kukova
rizi¢ni Su ¢imbenici, Nno prvenstveno kasnog stadija. Pretilost dovodi do ekspresije ¢imbenika
komplementa i citokina, §to vodi razvoju upale i strukturnim promjenama RPE-a (25). Takoder,
masno tkivo skladiste je protektivnih karoteonoida i u slucaju porasta BMI-ja masno tkivo
apsorbira navedene antioksidanse i ¢ini ih manje dostupnima makuli (26). Odrediti preciznu
kvantifikaciju potrebne fizicke aktivnosti za smanjivanje rizika nastanka SMD-a jako je tesko,
no recentne studije podupiru fizicku aktivnost i mediteransku prehranu kao nacin podizanja

razine antioksidacijskih enzima u organizmu (27, 28).

Ispitanici s pozitivnhom obiteljskom anamnezom SMD-a i osobnom anamnezom ateroskleroze,
hiperkolesterolemije, arterijske hipertenzije i infarktom miokarda imaju visok rizik razvoja
SMD-a. Uzimajuéi u obzir sve navedene ¢imbenike, ateroskleroza je najrelevantniji pokazatelj
rizika koja dovode¢i do arterijske hipertenzije moze narusiti vaskularni protok u Zilnici. Postoji
znacajna povezanost izmedu ateroskleroze i pusenja, kao i puSenja i muskog spola. Poznavanje
okolisnih c¢imbenika rizika, razumijevanje patogenetskin mehanizama koji uzrokuju
oksidacijski stres i upalu §to vodi patologiji makule omogucila bi razvoj strategija za

prepoznavanje personaliziranog rizika kod visokorizi¢nih osoba (29, 30).

1.1.3.2 Genetiéki i molekularni ¢imbenici rizika

Oksidacijski stres, promijenjen metabolizam lipida i upala tri su predominantna elementa
patogeneze SMD-a povezana ne samo s okolisSnim ve¢ i geneti¢kim ¢imbenicima rizika. Senilna
makularna degeneracija bila je jedna od prvih istrazivanih bolesti pocetkom 21. stoljeca, u
sklopu projekta humanog genoma (1). U populacijsko-blizanackim studijama, u kojima je
proucavan kombinirani utjecaj okolisnih i genetickih ¢imbenika rizika, zakljuceno je da su
genske inacice odgovorne za 46 — 71% patologije SMD-a. Vise od 50 genskih inacica je
identificirano, a one koje se najces¢e dovode u vezu s povecanom ucestalos¢u SMD-a i

progresijom bolesti inacice su gena komplementa, gena povezanog sa SMD-om, ¢iji proteinski
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produkt jo§ nije identificiran te geni lipidnog metabolizma (LIPC, CETP, SCARBL1, ApoE) (6,
20).

U genu CFH smjestenom na kromosomu 1 dolazi do zamjene aminokiselina, tirozina s
histidinom na poziciji 402, sto vodi promjeni funkcije komplement ¢imbenika H (engl.
complement factor H — CFH). Inacica 402H u BM-u dovodi do povecane aktivacije
alternativnog puta komplementa koji sudjeluje u patogenezi SMD-a (6, 31). U pacijenata s
polimorfizmom CFH Y402H u ranijoj zivotnoj dobi nastupa neovaskularna forma bolesti.
Takoder, lokus u CFH pokazao je snazniju povezanost s nastankom SMD-a u europskoj
populaciji u odnosu na Azijate. Trecina pacijenata s EODM-om ima rijetke genske inacice CFH
(13).

Gen ARMS2 (od engl. age-related maculopathy susceptibility), koji je smatran riziénim
¢imbenikom za SMD, smjesten je na 10. kromosomu i preko ina¢ice A69S povezan s nastankom
SMD-a. Pretpostavlja se da je produkt gena AMRS2 lokaliziran u vanjskoj membrani
mitohondrija, koji su sredi$nje organele u kontroli oksidacijskog stresa, iako su novije studije
izvijestile da moze biti dio citosola pa i ekstracelularnog matriksa (32). Rizi¢ni aleli gena CFH
snaznije SU povezani s progresijom u GA, dok su aleli ARMS2 u vecoj korelaciji s
neovaskularnom formom bolesti. PuSenje povisuje rizik nastanka SMD-a za bilo koju gensku
inaCicu CFH, ARMS2 i gena za serinsku proteazu koji kontrolira signalni put uklju¢en u
regulaciju depozita ekstracelularnog matriksa i angiogeneze (engl. high-temperature
requirement A serine petidase 1 — HTRA1) (6, 31, 32). Neki autori pretpostavljaju da se 75%
svih sluc¢ajeva SMD-a moze objasniti genskim ina¢icama CFH i ARMS2/HTRAL (1).

Mali je broj studija koje su istrazivale lokalni ili sistemski u¢inak molekularnih ¢imbenika na
razvoj senilne makularne degeneracije. Provedene studije pokazuju zbunjujuce i oprecne
rezultate u odnosu na kontrolne skupine sli¢ne Zzivotne dobi, N0 po svom ustroju nisu
prospektivne studije koje bi uklju¢ivale mjerenje razine molekularnih ¢imbenika i predvidanje

progresije bolesti u odredenom razdoblju (20).
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Istrazivani su angiogeni i imunolos§ki ¢imbenici, uklju¢uju¢i VEGF i transformirajuéi ¢cimbenik
rasta 3 (engl. transforming growth factor f— TGF-B) kao proangiogeni, i ¢imbenik pigmentnog
epitela (engl. pigment epithelium derived-factor — PEDF) s protuangiogenim ucinkom,
¢imbenici komplementa, citokini, C-reaktivni protein (CRP), intercelularne i vaskularne
adhezijske molekule, kao i leukociti. U studije su ukljuceni i ¢imbenici oksidacijskog stresa,
malondialdehid (MDA) i oksidirani lipoproteini male gustoce (eng. low-density lipoprotein —
LDL) s povisenim lokalnim i sistemskim razinama, zatim antioksidacijski faktori vitamini (A,
C, D, E), karotenoidi te cink, koji pripadaju skupini organskih pigmenata kojih ljudsko tijelo
ne moze sintetizirati ve¢ ih unosi putem hrane (20, 33). U studiji sa Zivotnom dobi povezanih
o¢nih bolesti (engl. Age-Related Eye Disease Study — AREDS) dokazana je ucinkovitost
suplementnog uzimanja B-karotena, luteina, zeaksantina i cinka (34, 35). Upravo i najveéi
potencijal medu molekularnim ¢imbenicima imaju lutein i zeaksantin uz HDL-kolesterol,
dokozaheksaenosku kiselinu (engl. docosahexaenoic acid — DHA) i eikozapentaenoi¢nu

kiselinu.

1.1.4 Paradigma starenja mreZnice i patogenetski mehanizmi

U skladu s ,teorijom starenja slobodnih radikala” u podlozi tkivnog stresa i patogeneze SMD-a
uzrokovane starenjem neravnoteza je izmedu produkcije reaktivnih kisikovih vrsta (engl.
reactive oygen species — ROS) uzrokovanih ¢imbenicima rizika koji vode razvoju upale i
oStecenju tkiva te nemoguénosti njihove eliminacije putem cirkulirajué¢ih antioksidansa i
zastitnih mehanizama (36, 37). Serumski markeri oksidacijskog stresa, MDA, karbonilirani
proteini i ukupna razina oksidacijskog stresa poviseni su u serumu pacijenata sa SMD-om, dok
je razina ukupnog antioksidacijskog kapaciteta smanjena (6). U odnosu na normalne starosne
promjene druze u SMD-u pokazuju intezivniju imunoreaktivnost tkivnih inhibitora
metaloproteinaza  (TIMP) i  karboksietilpirolskih  proteinskih  produkata  (engl.
carboxyethylpyrrole — CEP) kao biomarkera oksidacijskog stresa pronadenih i u sloju
fotoreceptora (38, 39). Mreznica je tkivo s visokim metabolickim indeksom, pa je

antioksidacijski mehanizam bitan ¢imbenik njezine obrane (33).

Patologija SMD-a lokalizirana je na zilni¢éno-mrezni¢noj povrsini makule. Fovea, kao centralni

dio makule veli¢ine 1,5 mm, ima specifi¢nu strukturu gradenu od ¢unji¢a bez prisutnosti krvnih
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zila (fovealna avaskularna zona veli¢ine 0,5 mm). Nutrijentima i kisikom opskrbljuje se putem
zilni¢ne cirkulacije preko BM-a i sloja RPE-a koji formiraju vanjsku krvno-mrezi¢nu barijeru
(2, 3). Stanice retinalnog pigmentnog epitela imaju kritiénu ulogu u recikliranju oksidiranih
otpadnih produkata metabolizma fotoreceptora. Tijekom bioloSkog starenja mreznice, uslijed
poremecaja metabolickih procesa i nemoguénosti eliminiranja oksidacijski promijenjenih
otpadnih produkata fotoreceptora zbiva se sedam koraka kona¢nog razvoja patologije SMD-a.
U sedmerostrukom kaskadnom procesu dolazi do nakupljanja ekstracelularnog otpadnog
materijala, zadebljanja BM-a, akumulacije intracelularnog debrisa — lipofuscina i zavr$nih
produkata glikacije (engl. advanced glycation end product — AGESs) u sloju RPE-a, defekata
mitohondrijske deoksiribonukleinske kiselina (engl. deoxyribonucleic acid — DNA),
poremecaja stani¢ne homeostaze, gubitka stanica RPE i funkcionalno povezanih fotoreceptora
i naposljetku aktiviranja upalno-imunolosko-angiogenog odgovora. Sve navedene promjene
dogadaju se na razini kompleksa fotoreceptor/RPE/BM koji je prolongirano izlozen
oksidacijskom stresu uslijed fotooksidacije i visoko varijabilne Zilni¢éne hemodinamike te je i
ciljno mjesto formiranja elementarne lezije SMD-a — druza (36, 38). Druze aktiviraju upalni,
imunoloski i angiogeni odgovor, a same komponente koje sudjeluju u odgovoru, ekstracelularni
matriks (engl. extracellular matrix — ECM), stanice RPE-a, komplement, imunoloske stanice i
njihovi produkti, kao i ¢cimbenici angiogeneze, podlijeZzu promjenama strukture i funkcije (14,
36, 38, 39).

Strukturne i funkcionalne promjene mreznice uzrokovane starenjem i oksidacijskim stresom
Cine tek okidace patofizioloskog procesa. Naime, promjene uzrokovane starenjem i
oksidacijskim stresom nisu dostatne za razvoj makularne degeneracije bez implikacije
imunoloskog sustava i razvoja upale. Paraupalni je proces stanje adaptivnog odgovora tkiva,
komplementa, makrofaga, mrezni¢ne mikroglije i makroglije na oksidacijskim stresom
prouzrokovana tkivna osteCenja, a u svrhu ocuvanja bazalnih uvjeta i funkcionalnosti tkiva.
Paraupalni proces posebno je vazan u onim tkivima s vrlo visokim metabolizmom i
neproliferativnim funkcionalnim stanicama (14, 36, 38). U pocetku karakteriziran je
ekspresijom protuupalnih interleukina (IL-4, IL-10) i plasti¢no$¢u makrofaga s pomakom od
proupalnih (M1) prema protuupalnim (M2) radi ocuvanja funkcionalnosti mreznice. U trenutku
kad oksidacijskim stresom akumulirana oste¢enja nadvladaju obranu organizma, tad dolazi do
disregulacije paraupalnih reparativnih mehanizama, promjena polarizacije makrofaga prema

M1 populaciji, aktivacije mrezni¢ne mikroglije, aktivacije komplementa kao centralnog
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dogadaja i povecanja ekspresije proupalnih citokina, Sto vodi razvoju patoloskih promjena
karakteristicnih za SMD (38-41).

1.1.4.1 Patogenetske promjene Bruchove membrane

Bruchova membrana slojevita je heterogena struktura ekstracelularnog matriksa izmedu Zilnice
i mreznice koju ¢ini unutarnja bazalna lamina RPE-a, vanjska kolagenska zona, elasti¢na zona,
unutarnja kolagenska zona i vanjska bazalna lamina koriokapilarnog sloja. Difuzijski kapacitet
membrane iznimno je vazan u odrzavanju stabilnosti protoka nutrijenata (glukoze,
aminokiselina, lipida i kisika) prema mreznici, ali i u eliminaciji otpadnih materijala u svrhu
odrzavanja homeostaze te je disrupcija protoka jedan od glavnih okidaca patologije SMD-a
(42). Promjene vezane za visu zZivotnu dob neovisno o patologiji SMD-a, izraZenije u makuli u
odnosu na periferiju, uklju¢uju zadebljanje BM-a, akumulaciju lipida, smanjene difuzije
aminokiselina, smanjenje elasti¢nosti u odgovoru na hidrostatski tlak i smanjenje difuzijskog
kapaciteta makromolekula dekstrana i lipoproteina (42—45). Kompozicija lipidnih nakupina u
BM-u makule i periferije mreznice razlikuje se te su visoke razine esterificiranog kolesterola u
makuli moguci razlog zbog Cega je patologija SMD-a prisutna u centralnom dijelu mreznice.
Oksidirane lipide i lipoproteine uklanjuju makrofagi putem fagocitoze, a promjene populacije

makrofaga rezultiraju nakupljanjem oksidiranih produkata u BM-u i CC sloju (45).

Modifikacije proteina ekstracelularnog matriksa BM-a i poremecéaj remodeliranja uslijed
oksidacijskog stresa jedan su od pocetnih koraka patologije SMD-a. Pretpostavlja se da
modifikacije matriksnih metaloproteinaza (MMP), TIMP-a, vitronektina i klusterina uslijed
oksidacijskog stresa i kroni¢ne upalne reakcije pridonose formiranju druza. Matriksne
metaloproteinaze funkcionalna su komponeta odrzavanja difuzijskog kapaciteta BM-a
sudjeluju¢i u degradaciji zelatinoznih komponenti ekstracelularnog matriksa. Proteinaze
MMP2 i MMP9 postoje u inaktivnoj formi, a s godinama raste njihova ekspresija u makuli. U
patoloski promijenjenoj makuli znac¢ajno su povisene razine inaktivne forme MMP9, kao i
snizene razine inaktivne forme MMP2 i aktivnih oblika. Sekvestriranje navedenih
metaloproteinaza u  visokomolekularne agregate nekovalentnim interakcijama s
glikozaminoglikanima uslijed oksidacijskog stresa vodi smanjenju njihove aktivnosti i

zadebljanju BM-a (43, 44). Kao protuteza MMP-u u mreznici je prisutan TIMP-3. S godinama,
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a posebno u SMD-u, dolazi do visoke ekspresije TIMP-3 u BM-u, druzama i nekim retinalnim
ganglijskim stanicama, dok u podrucjima atrofije RPE nije detektiran (39). Pojacana ekspresija
proteina TIMP-3 moze putem protuangiogenog ucinka sprijeiti razvoj CNV-a, ali i
onemogucéiti proces normalnog remodeliranja ECM-a putem matriksnih metaloproteinaza i
pridonijeti zadebljanju BM-a i smanjenju difuzijskog kapaciteta. Odredeni polimorfizmi TIMP-
3 povezani su s brzim napredovanjem bolesti. Remodeliranje ECM, u znanstvenoj literaturi
popularno pod nazivom ,ECM turnover”, upravo ovisi o omjeru aktivnosti MMP-a i TIMP-a.
Prema tome, disregulacija koja se ocituje u niskim razinama aktivnih MMP-a i prekomjernoj
ekspresiji proteina TIMP-3 u SMD-u vodi alteracijama BM-a, infiltraciji imunoloskim

stanicama i formiranju druza (39, 45).

1.1.4.2 Patogenetske promjene retinalnog pigmentnog epitela

Stanice retinalnog pigmentnog epitela glavni su homeostatski element mreZnice. Apikalna
povrsina RPE-a u kontaktu je s fotoreceptorima i odgovorna je za fagocitozom posredovano
recikliranje vanjskih segmenata, izvor je 11-cis retinola bitnog za vizualni ciklus i
opskrbljivanje mreznice nutrijentima (46). Bazalna strana sudjeluje u transportu istih
nutrijenata iz BM-a i eliminaciji otpadnog materijala prema sloju CC. Jedan od koraka
pretpostavljene patogeneze SMD-a nakupljanje je lipofucina i zavr$nih produkata glikacije,
prvenstveno u sloju retinalnog pigmentnog epitela, Sto posljedi¢no dovodi do komplementom
posredovane upale. Stanice retinalnog pigmentnog epitela sekrecijom imunosupresivnih
¢imbenika kao Sto su TGF-B, somatostatin, trombospondin i PEDF, kao i fenomenom
suprimiranja limfocita B i T, omogucuju imunolosku privilegiranost o¢nog tkiva. Pigmentni
epitelni ¢imbenik rasta u sloju RPE-a djeluje protuupalno i protuangiogeno, a izlucuju ga i

Mullerove stanice s ulogom neuroprotektora (36, 38).

Lipofuscin je otpadni bioprodukt vanjskog segmenta fotoreceptora nazocan u zdravom oku s
povecanom detektabilnoséu nakon 40. godine Zivota i U patoloski promijenjenom sloju RPE-a.
Granule lipofuscina stvaraju se neenzimskom reakcijom iz retinaldehida u fotoreceptorima i
putem fagocitoze ulaze u stanice RPE-a fuziraju¢i s lizosomima (46, 47). U tkivu visoke razine
AGEs-a koreliraju s nakupinama lipofuscina u RPE, ali i u serumu pacijenata sa SMD-om.

Istrazivanja su pokazala da fluorofore lipofuscina in vitro induciraju apoptozu stanica RPE
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izlozenih plavom svjetlu kao izvoru oksidacijskog stresa, ali i da imaju sposobnost aktivacije

komplementa, a to je centralni dogadaj u patogenezi SMD-a (47).

Stanice retinalnog pigmentnog epitela uslijed izlaganja kisikovim reaktivnim vrstama pokazuju
oste¢enja mitohondrijske i jezgrene DNA. BioloSke promjene tijekom procesa starenja
ukljucuju povecanje razine markera oksidacijskog ostecenja DNA, smanjenu ekspresiju
reparatornih enzima DNA u ovisnosti 0 polimorfizmima gena, osteCenja mtDNA i viSu
prevalenciju mitohondrijskih heteroplazmickih mutacija u sloju RPE-a i zilnici.
Ultrastrukturalne promjene RPE-a kod normalnog procesa starenja i SMD-a uklju¢uju smanjen
broj i povrsinu mitohondrija s alteriranim i destruiranim membranama, gubitak krista i matriksa,
proliferaciju peroksisoma i granula lipofuscina. Dokaz o vaznosti mitohondrija stanica RPE u
odrzavanju homeostaze mreznice proizlazi i iz toga da ispitanici s dokazanim mutacijama
mitohondrijskog genoma imaju sli¢éne pigmentacijske promjene u makuli kao i ispitanici sa
SMD-om (48, 49).

1.1.4.3 Degeneracija tkiva mreZnice, gubitak stanica i proces angiogeneze

Starenjem i razvojem patologije mreznice mijenja se izlucivanje ¢imbenika i funkcija RPE-a
promjenom ekpresije gena prema apoptotickim. Do sada nije poznato dolazi li primarno do
degeneracije stanica RPE ili je rije¢ o poremecaju procesa uklanjanja otpadnog materijala nakon
kojeg slijedi gubitak stanice RPE-a, potom funkcionalno povezanih fotoreceptora i CC sloja. U
svijetlu novijih istrazivanja pretpostavlja se da ipak dolazi do poremecaja procesa eliminacije
otpadnog materijala putem BM-a i da akumulirani debris aktivira upalno-imunoloski odgovor
(36, 38, 45).

Stanice retinalnog pigmentog epitela odumiru apoptozom aktiviranom kroni¢nim stresom
endoplazmatskog retikuluma (ER) 1 poremecenim procesom autofagije. Kombinacija visoke
metabolicke aktivnosti mreznice, fotooksidacija, nakupljanje lipofuscina u RPE-u, smanjenje
antioksidacijskog kapaciteta, poremecaj hemodinamike zilnice i depoziti sub-RPE rezultiraju
stresom ER-a $to vodi u zacarani krug kroni¢nog oksidacijskog stresa poti¢uci disregulaciju
komplementa i konaénu patologiju SMD-a. Oksidacijski stres, hipoksija i upala u SMD-u

aktiviraju stani¢nu autofagiju posredovanu lizosomima. Markeri autofagije detektirani su u
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velikim druzama SMD-a, ali i u malim druzama i prostoru sub-RPE u zdravih pojedinaca (14,
47). Nakupljanje lipofuscina i oksidacijskih ostecenja mtDNA jedan su od mehanizama koji
reduciraju kapacitet lizosoma RPE-a te wuzrokuje egzocitozu nepotpuno razgradenog
intracelularnog materijala koji nadalje potice aktivaciju kaskade ¢imbenika komplementa i

paraupalni proces (39).

Patoloske promjene SMD-a vidljive su i u retrakciji dendrita fotoreceptora u vanjskom zrnatom
sloju koji sadrzava drugi neuron vidnog puta, a $to posljedi¢no dovodi do dendritickog rasta
postsinaptickih bipolarnih stanica na periferiji mreznice. Proces normalnog starenja
karakteriziran je podjednakim gubitkom fotoreceptora i stanica RPE s veéim specifi¢nim
gubitkom S$tapica u makuli u odnosu na ¢unji¢e koji su jedini fotoreceptori centralnog dijela
foveje, §to govori u prilog i vefem Kkapacitetu prezivljavanja cunjica 1 prisutnosti
neuroprotektivnih ¢imbenika kao $to je DHA. U uvjetima oksidacijskog stresa i povisenih
razina PEDF-a dolazi do konverzije DHA u neurozastitni faktor D1 koji inhibira citokinima
posredovanu ciklooksigenazu i infiltraciju leukocita. Uokolo disciformnih oziljaka u SMD-u

detektirana je prisutnost ¢unjica, no ne i Stapica (48, 49).

Zilnica je makrovaskularna struktura koja opskrbljuje nutrijentima CC sloj koji preko
fenestriranih endotelnih stanica i BM-a predaje nutrijente mreznici. Debljina Zilnice, gustoca
sloja CC, diametar fenestri i protok krvi smanjuju se s godinama, sa znac¢ajnom redukcijom u
podru¢jima druza, GA i disciformnim oziljcima nasuprot neovaskularno-eksudativnog stadija
bolesti kojeg prati povecanje debljine zilnice (49). Vaskularna gustoc¢a sloja CC obrnuto
korelira s gusto¢om druza, a u GA nalazi se znacajna redukcija gustoc¢e CC i diametra fenestri
Sto rezultira smanjenjem protoka i hipoksijom vanjskih slojeva mreznice. Degenerativne
promjene i atrofija CC nastaju sekundarno kao reakcija na oStecenja RPE-a, $to je vidljivo u
podruc¢jima atrofije RPE s jos§ uvijek o¢uvanim CC slojem. U tim podru¢jima intaktnog sloja
CC postoji znacajna konstrikcija kapilara i smanjenje diametra fenestri kao moguca reakcija na
smanjenje ekspresije endotelne i neuralne sintetaze dusikovog oksida. U neovaskularnom
stadiju bolesti oko CNV i dalje perzistira RPE i degenerativno izmijenjeni CC sloj (48-50).
Upravo degenerativne promjene sloja CC jedan su od pretpostavljenih mehanizama
intermitentne hipoksije koja vodi ekpresiji proangiogenih ¢imbenika. Intermitentna hipoksija
posebno povisuje razinu oksidacijskog stresa, dok stanice kao odgovor na hipoksiju proizvode
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hipoksijom inducirane ¢imbenike koji uz ROS stimuliraju proces angiogeneze povisujuci
proizvodnju VEGF-a (51, 52).

Uslijed neravnoteze izmedu proangiogenih ¢imbenika i njihovih inhibitora (endostatin,
heparinaza, interferon, angiostatin, trombosponidin, PEDF i drugi) dolazi do procesa
angiogeneze. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta povecava vaskularnu permeabilnost i
promi¢e neovaskularizaciju te je time glavni klju¢ angiogene proliferacije uz druge pro-
angiogene molekule kao §to je bazi¢ni fibroblastni ¢imbenik rasta, placentni ¢imbenik rasta,
trombocitni ¢cimbenik rasta, angiopoetin, pleotropin, sintetaza dusikovog oksida, TGF-f i IL-8
(51-53). Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta dimeri¢ni je glikoprotein iz superobitelji
trombocitnih ¢imbenika rasta unutar koje razlikujemo 5 ¢imbenika (A, B, C, D i placentni
¢imbenik rasta). Cimbenik VEGFA, &ija je ekspresija dokazana u Zilniénim neovaskulatima,
najznacajniji je za intraokularnu angiogenezu. VEGFA 165 najzastupljenija je u neovaskularnoj
formi uz nazoc¢nost i drugih izoformi (121, 121b, 145, 189 i 206). VEGFA djeluje putem 3
receptora koji se nalaze na endotelnim stanicama krvnih Zzila uzrokujuci njihovu aktivaciju i
proliferaciju. Aktivirane endotelne stanice otpuStaju proteaze koje razgraduju bazalnu
membranu i po¢inju migrirati prema angiogenim ¢imbenicima rabeéi integrine za ostvarivanje
stani¢no-stani¢ne adhezije i stvaranje novih krvnih zila. Receptor VEGFA tip 2 ima najveci
afinitet vezanja i time je najznacajniji u angiogenom procesu, dok su tip 1 i 3 povezani s

limfagiogenezom i regrutiranjem monocita (51, 52).

1.1.5 Paraupalni proces

MrezZnica je imunoloski privilegirano tkivo koje ima vlastiti endogeni imunoloSki sustav
aktivan na niskim razinama zbog stalne izlozenosti stresu, koordiniranim alternativnim putem
aktivacije komplementa, makrofagima i mikroglijom u svrhu odrzavanja homeostaze (54).
Paraupalni adaptivni odgovor na stres tkiva moze se pojaviti na tri razine: stanice tkiva,
imunoloski sustav lokalnog tkiva i sistemski imunoloski sustav (14). Na razini tkiva stanice
RPE-a detektiraju promjene mikrouvjeta putem ,toll-like” receptora, a regulacijom proteina
toplinskog Soka i aktivacijom puteva autofagije pokusavaju popraviti subklinicko oStecenje

kako bi se stanice mogle vratiti u bazalnu homeostazu. Imunoloski sustav tkiva, makrofagi,
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mikroglija i sustav komplementa prate proces oporavka i oslobadaju citokine i faktore rasta

kako bi dodatno potaknuli popravak stanica pod stresom (14, 54-56).

Fenomen ,,senescent-associated secretory phenotype” stanje je u kojem starece stanice luce
proupalne citokine i kemokine kao $to su, IL-5, IL-8, IL-1a/B, ¢imbenik tumorske nekroze o
(engl. Tumor Necrosis Factor oo — TNF-a), monocitni kemoatraktant protein-1/2, CX3C
kemokin ligand 1 (engl. C-X3-C chemokine ligand 1 — CX3CL1), inzulinski ¢imbenik rasta i
kolonija granulocitnih stimuliraju¢ih ¢imbenika (57). Proupalne molekule zatim stimuliraju
rezidentne makrofage i sustav tkivnog komplementa, ¢ime se potice popravak i remodeliranje
tkiva. Ako razina o$teéenja premasuje reparativni kapacitet na razini tkiva, makrofagi
oslobadaju citokine i kemokine kako bi regrutirali cirkuliraju¢e monocite i aktivirali sistemski
imunoloski sustav (14, 57). U slucaju dulje izloZenosti stresu u kontekstu starenja oka
disregulacija reparativnih paraupalnin mehanizama na razini RPE-a, komplementa i
imunoloskih stanica dovodi do sloma krvno-mrezni¢ne barijere, gubitka imunoloske

privilegiranosti, kroni¢nog upalnog odgovora i patologije (14, 56).

1.1.5.1 Imunoloski sustav i upala na lokalnoj razini

Imunoloski sustav, makrofagi, mikroglija, T-stanice i sustav komplementa dio su lokalnog
paraupalnog odgovora. Tkivni stres niskog stupnja kod normalnog starenja i kod kroni¢nih
bolesti uzrokuje subklinicka oStecenja koja aktiviraju imunokompetentne stanice za odrzavanje
homeostaze tkiva. Dokazi upucuju na to da su ¢imbenici komplementa, makrofagi i mikroglija
tijekom starenja aktivni u mreZnici na niskim razinama, dok disregulacijom paraupalnog

procesa dolazi do patoloskih promjena (36).

Makrofagi

Makrofagi su stanice urodenog imunoloskog sustava dihotomne prirode koje su sposobne
sudjelovati u protu i/ili proupalnom odgovoru, imunoloskoj aktivaciji ili supresiji, kao i
odrzavanju tkivne homeostaze odnosno njezinoj destrukciji. Starenjem se mijenja ekspresija

glavnog sustava tkivne podudarnosti klase 11 (engl. major histocompatobility complex Il - MHC
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I1) na makrofazima u Zilnici, $to ukazuje na smanjenu sposobnost ¢iS§¢enja patogena, a u isto
vrijeme povecava se eksprimiranje komplement receptora tipa 1 (engl. complement receptor 1
— CR1) koji je ukljuéen u komplementom posredovanu fagocitozu (58). U zdravom tkivu
makrofagi su uglavnom lokalizirani u zilnici, ali odlaganjem bazalnih depozita i stvaranjem
druza proangiogeni makrofagi prisutniji su u podru¢ju BM-a. Makrofagi identificirani u
podru¢jima atrofije RPE, prekida kontinuiteta BM-a i CNV-a eksprimiraju receptore za
oksidirane proteine i VEGF-a te se time sugerira njihova uloga u uklanjanju stani¢nog debrisa,

ali i u procesu angiogeneze (40, 41).

Dvostruka priroda plasticnosti makrofaga moze se pripisati dvjema podgrupama koje se
nazivaju makrofagi M1 i M2, a sposobni su za izazivanje odgovora koji se odnose na
pro/protuupalnu imunolosku aktivaciju/supresiju i odrZavanje/destrukciju tkiva. Klasi¢ni
makrofagi M1 su CD86+ (eng. cluster of differentiation — CD), odnosno imunoloske efektorske
stanice koje proizvode ¢imbenike koji rezultiraju proupalnim odgovorom i protuangiogenim
ucinkom (15). Alternativni makrofagi M2 stanice su CD163+ koje aktiviraju citokini IL-4 i IL-
10, a opisani su kao protuupalne stanice koje potic¢u imunoregulaciju, remodeliranje/cijeljenje
tkiva i tumorski rast, ali u odredenim mikrouvjetima mogu biti proangiogeni. Na razini RPE
aktivirani makrofagi M1 poti¢u ekspresiju komplement ¢imbenika B i C3, dok alternativni

makrofagi M2 djeluju regulirajuci inhibitore komplementa (59, 60).

Destabilizacijom omjera makrofaga M1 i M2 razvija se patologija SMD-a. Tijekom normalnog
procesa starenja u mladih osoba makrofagi su polarizirani prema podgrupi M1, dok se u starijih
zdravih ljudi povecanjem razine IL-10 na straznjem polu oka makrofagi polariziraju prema
populaciji M2 potencirajué¢i razvoj CNV-a. Populacija M2 vjerojatno ima zastitnu ulogu u
ofima pacijenata trece Zivotne dobi jer pokuSava suzbiti kumulativne ucinke cjeloZivotnog
oksidacijskog stresa. U patologiji SMD-a dogada se povratak na fenotip makrofaga M1, sto
moze dodatno oStetiti tkivo mreZnice zbog proupalnog okruzenja. S obzirom na to da je isti
fenotip makrofaga prisutan u mladih zdravih ljudi i kod ispitanika sa patologijom SMD-a,
pretpostavlja se da s godinama dolazi do gubitka imunoloske privilegiranosti tkiva mreznice.
Buduc¢i da plasticnost makrofaga ovisi o mikrookruzenju tkiva i s obzirom na promjenjivost
podgrupe makrofaga tijekom godina, tesko je zakljuciti predominantni fenotip koji je zasluzan
za patologiju SMD-a. Makrofagi M1 cesce se nalaze u o¢ima s GA, a makrofagi M2 kod
neovaskularnog oblika, dok su u podru¢jima CNV-a identificirane obe populacije (59, 60).
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Mikroglija

Mikroglija su rezidentni makrofagi centralnog ziv€anog sustava odgovorni za odrzavanje
homeostaze okolnog tkiva. U zdravom tkivu mreZnice lokalizirani su u unutarnjim slojevima,
sloju ganglijskih stanica, unutarnjem pleksiformnom i vanjskom pleksiformnom sloju. Visoko
su plasticni s brzom migracijom prema mjestu tkivnog stresa ili ozljede putem ,toll-like”
receptora kojim nadziru mikrookolisne uvjete. Starenjem dolazi do slabo razumljivih alteracija
u ponasanju i polarizaciji stanica. Detektirane su poviSene razine mikroglijalnih citokina IL-1 i
IL-6 u mozgu pacijenata koji boluju od Alzheimerove bolesti koja, kao i SMD, pripada
bolestima povezanim s dobi. Za mreznicu, koja je podrijetlom neurolosko tkivo, pretpostavljaju

se sli¢ne promjene u populaciji mikroglije koje vode patologiji SMD-a (36, 38).

Mikroglija tijekom procesa starenja i stresa tkiva pokazuje tendenciju aktivacije u fagocite,
ekspresije aktivacijskih markera i morfoloSke promjene povecanja stani¢nog tijela u ameboidnu
formu i skrac¢ivanje dendrita. U mladih ljudi lokalizirana je u slojevima unutarnje mreznice, N0
s godinama migrira prema subretinalnom prostoru preuzimaju¢i funkciju fagocitoze
lipofuscina, sto sugerira protektivhu ulogu odrzavanja homeostaze i funkcionalnosti tkiva.
Medutim, daljnjim razvojem patoloSkih zbivanja dolazi do distrofije morfologije, redukcije
dendrita i spore migracije prema mjestima tkivnog stresa. Subretinalna mikroglija u podrucju
RPE-a inducira sekreciju proupalnih i proangiogenih ¢imbenika, kao i razvoj kroni¢ne upale.
In vitro je dokazano da mikroglijalne stanice u kontaktu s fotoreceptorima izazivaju njihovu
smrt (61).

Poremecaj u imunoloskom regulacijskom sustavu (makrofagi i mikroglija) moze dovesti do
disregulacije paraupalnog odgovora. Putevi kemokinskog liganda 2 i njegovog receptora (engl.
chemokine ligand 2 — CCL2; engl. chemokine receptor 2 — CCR2), kao i CX3CL1 i njegovog
receptora (engl. C-X3-C chemokine receptor 1 — CX3CR1) dvije su glavne osi uklju¢ene u
njihovu migraciju. Mikroglijalne stanice mreznice eksprimiraju CCR2-CX3CR1+, dok
makrofagi zilnice i cirkuliraju¢i monociti mogu eksprimirati oboje. U ranim fazama starenja,
kad su stanice RPE-a i fotoreceptori umjereno pod stresom, mikroglijalne stanice CX3CR1+
migriraju iz unutarnje mreznice u subretinalni prostor kako bi odrzale homeostazu, otpustaju

kemokine prisutne i u serumu, kao $to je CCL2 za regrutiranje makrofaga CCR2+ iz Zilnice, i
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monocite iz sistemske cirkulacije, a to ima protektivnu ulogu (61-63). Nedostatak funkcije
monocita CCR2+ ili CX3CR1+ zbog geneticke ili epigeneticke modifikacije moze dovesti do
disregulacije imunoloskog sustava, §to rezultira poremecenim paraupalnim odgovorom i

produkcijom upalnih citokina (62).

Makroglija

Mullerove stanice i astrociti makroglijalne su stanice ljudske mreznice. Dok mrezni¢ni astrociti
smjeSteni u ganglijskom sloju aksona osiguravaju pravilnu vaskulogenezu tijekom razvoja,
Mullerove stanice kao predominantno glijalne imaju funkciju odrzavanja mikrookoli$ne
homeostaze neuronima, osiguravanja nutrijenata i antioksidacijskih ¢imbenika, regulacije

recikliranja neurotransmitera i odrzavanja ravnoteze iona kalija (64).

Tijekom starenja mreznice Mullerove stanice akumuliraju markere oksidacijskog stresa, sto
pokazuje povecanje imunoreaktivnosti peroksidiranih lipida. Tijekom oksidacijskog stresa
gubitak stanica RPE i fotoreceptora rezultira remodeliranjem Mullerovih stanica, sto
omogucuje migraciju preostalih mrezi¢nih neurona radi odrzavanja funkcionalnosti tkiva. U
podru¢jima atrofije RPE/GA Mullerove stanice eksprimiraju glijalni fibrilarni acidni protein
(GFAP) koji uzrokuje reaktivnu gliozu tijekom koje Mullerove stanice hipertrofiraju i
proliferiraju u svrhu o¢uvanja imunoloske privilegiranosti tkiva. Medutim, tijekom reaktivne
glioze proizvode i signalne kemokine kojima privlate makrofage i mikroglijalne stanice
promoviraju¢i upalu 1 apoptozu fotoreceptora. Astrociti takoder podlijezu morfoloskim
promjenama u smislu povecanja broja stani¢nih organela kao kompenzatornog mehanizma

smanjenja broja stanica i pritom eksprimiraju GPAP koji je nazo¢an i u druzama (64, 65).

Sustav komplementa

Fotooksidacija u fotoreceptorima i lokalni okidaci oStecenja tkiva aktiviraju komplement, po
principu primitivne enzimske kaskade, koji igra klju¢nu ulogu u urodenom i ste¢enom
imunoloskom odgovoru, odnosno uklanjanju imunoloskog kompleksa i apoptotickih stanica.

Tri su puta aktivacije komplementa: klasi¢ni posredovan antigen-protutijelo kompleksom,
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alternativni vezanjem na povrSinu patogena i lektinski vezanjem na polisaharidne komponente
na mikrobioloskoj povrSini. Aktivacija sva tri puta rezultira proupalnim odgovorom Koji
ukljucuje stvaranje membranskog kompleksa napada (engl. membrane attack complex — MAC)
koji posreduje stani¢nu lizu, oslobadanje proupalnih citokina i kemokina, kao i pobolj$anje
propusnosti kapilara (36, 66. 67). Disregulacija ili disfunkcija puteva komplementa uklju¢ena
je urazlicita kriti¢na autologna oStecenja, a to vodi razvoju Sirokog spektra patoloskih zbivanja
(38, 66). Cimbenici komplementa, C3a, C5a, C5b-9 terminalni kompleks, komplement
¢imbenik H, vitronektin i klusterin kao inhibitori komplementa i CR1/CD35, koji kontrolira
proliferaciju B-stanica, identificirani su u druzama mreZnice s pretpostavkom da ¢imbenike

komplementa izlu¢uju lokalne stanice kao dio kroni¢nog upalnog odgovora (67—69).

Komplement ¢imbenik H, serumski glikoprotein Kkoji se sintetizira u jetri, glavni je inhibitor
alternativnog puta aktivacije komplementa (C3) na nacin da se veze na heparin na stani¢énim
membranama i CRP kao odgovor na ozljedu tkiva. Cimbenik H u mreZnici sintetiziraju stanice
RPE-a i zilnice s tendecijom pada tokom godina (70). Snazna aktivnost detektirana je u makuli,
prostoru sub-RPE i oko Zilni¢nih kapilara gdje se distribucija CFH-a podudara s distribucijom
kompleksa C5b-9, dok su ekstramakularne lokacije pokazale manju aktivnost istih. U slucaju
polimorfizma CFH Y402H dolazi do smanjenja inhibitorske funkcije i disregulirane aktivacije
Sto posljedi¢no dovodi do upale i citolitickih odgovora (66, 70). Polimorfizmi CFH-a i C3
povezani su i s jako§¢u vezanja na CRP. Odredene genske inacice ¢imbenika komplementa C3
pokazuju nisku sposobnost vezanja za CFH, §to vodi pojacanoj aktivaciji komplementa (71,
72). Pusenje kao rizi¢ni ¢imbenik moze isto potaknuti aktivaciju C3 na razini RPE/Zilnica i u

kombinaciji s odredenim haplotipom CFH-a dovesti do razvoja SMD-a (73).

T-stanice

Steceni imunoloski odgovor odnosi se na antigen specifi¢ni odgovor generiranim limfocitima
T i B. Starenjem organizma dolazi do postupnog slabljenja imunoloskog odgovora, $to se
naziva imunosenescencija, kojoj u prilog govori promjena omjera memorijskih i naivnih T-
stanica radi smanjenja funkcije timusa (74). Nejasno je na koji nacin T-limfociti CD4+, u
odgovoru na mrezni¢ne antigene prezentirane na stanicama RPE uslijed povecane ekspresije

MHC Il molekula, dovode do oste¢enja tkiva. Osim toga, T-stanice prolaze kroz fenotipske

24



promjene s godinama, ukljucuju¢i smanjenje kostimulacijske molekule CD28 koja je ukljucena
u stvaranje antigen-specifi¢cnih odgovora i poveéanje markera CD56 koji se obi¢no vidi na
prirodnim stanicama ubojicama, koje omogucuju nespecifi¢nu reaktivnost antigena. U
perifernoj krvi pacijenata sa SMD-om otkrivena je povecana ucestalost T-stanica CD28-CD56+
u usporedbi s kontrolama $to govori u prilog imunosenescenciji u patogenezi senilne makularne
degeneracije (66, 74, 75).

Starenjem organizma uz polarizaciju makrofaga dogadaju se i promjene populacije stanica
CD4+ povezane s povecanom ekspresijom proupalnih citokina u pacijenata sa SMD-om.
Povisene razine proupalnih citokina, CCL2, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-22, TGF- i
interferon gama (IFN-y), prisutne su u tkivu mreznice (76). T-stanice CD4+ potaknute
¢imbenikom komplementa C5a luc¢e proupalne citokine, IL-22 i IL-17A, ¢ije su razine poviSene
u serumu ispitanika s eksudativnim oblikom bolesti. In vitro IL-22 inducira apoptozu RPE-a,
dok IL-17A potice proizvodnju upalnih citokina IL-6, IL-8 i CCL2 iz stanica RPE inducirajuci

angiogenezu u humanim endotelnim stanicama zilnice (66, 77).

1.1.5.2 Sistemska upala

Osim lokalno na razini tkiva u senilnoj makularnoj degeneraciji upala je prisutna i na sistemskoj
razini. U serumu ispitanika sa SMD-om poviSeni su malondialdehidi, karbonil proteini i ukupna
razina oksidacijskog stresa, dok je razina ukupnog antioksidacijskog kapaciteta smanjena (56,
78). Karboksietilpirol (engl. carboxyethylpyrrole — CEP) je bioprodukt koji nastaje oksidacijom
dokozaheksaenske kiseline u mreznici. DHA je prekursor neuroprotektivnih faktora koja
inhibira apoptozu i proces upale, dok uloga CEP-a nije do kraja razjaSnjena iako
eksperimentalna istrazivanja pokazuju da sudjeluju u indukciji mrezni¢ne atrofije i
neovaskularizacije. Protutijela na CEP identificirana su u serumu ispitanika sa SMD-om, a kad
se rabe uz markere genomskog rizika daju priblizno 80% to¢nosti za odredivanje predispozicije
za razvoj SMD-a. Smatra se da sudjeluju u generiranju kroni¢ne upale i formiranju fenotipa
bolesti (79).

Razine ¢imbenika komplementa C3a, Bb, C4a, C5a, C5b-9 i citokina IL-6, IL-18 i TNF-a u
serumu koreliraju s kopijama alela CFH Y402H (66, 71, 76). Sistemske razine IL-6 koreliraju
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s incidencijom i progresijom bolesti, dok IL-18 ima dvojaku ulogu promovirajuci atrofiju RPE-
a, a s druge strane inhibirajuéi razvoj CNV-a (80). Takoder, polimorfizam CFH Y402H povezan
je s visim serumskim razinama CRP-a zbog smanjene sposobnosti vezanja na ¢imbenik
komplementa H. Smanjena sposobnost vezanja proteina akutne faze upale inducira aktivaciju
komplementa alternativnim putem, a velikim metaanalizama dokumentirano je da su serumske

razine CRP >3 mg/L povezane s dvostruko ve¢im rizikom senilne makularne degeneracije (72).

Polarizacija makrofaga iz populacije M1 u M2 i promjene fenotipa stanica CD4+ iz Thl u Th2
populaciju pracene su povisenim serumskim razinama proupalnih citokina kao §to su CCL2,
TNF-, IL-1, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-22, IFN-y i TGF-B (57, 60, 74, 76). Ne nalazi se u
literaturi dovoljno podataka o serumskim razinama protuupalnih citokina IL-10 i IL-4 u odnosu
na kontrolne skupine odgovarajuce dobi te ostaje nejasno na koji naéin ravnoteza proupalnih i

protuupalnih citokina generira fenotip bolesti (38).

1.1.6 Procjena ¢imbenika rizika, progresije i klasifikacijske ljestvice

U svijetu napretka 1 stavljanja fokusa na personaliziranu medicinu jako je vazZno prepoznati
potencijalne pacijente koji imaju visoki rizik razvoja SMD-a. Procjenu ¢imbenika rizika u
osoba koje nemaju SMD mozemo uciniti rabe¢i pojednostavljeni upitnik procjene rizika Thea
SMD (engl. simplified Thea AMD risk-assessment scale — STARS) koji grupira 12 ¢imbenika

rizika u Cetiri kategorije:

1. demografski podaci: dob, spol i etni¢ka pripadnost;

2. obiteljska anamneza;

3. osobna anamneza: pusenje, indeks tjelesne mase, hipertenzija, infarkt miokarda,
hiperkolesterolemija;

4. parametri vezani za o¢i: boja Sarenice, katarakta, refrakcija (29, 30).

Dijagnoza senilne makularne degeneracije u pocetku se postavljala na temelju klinickog
pregleda i/ili procjenom fotografije fundusa u boji kojima se bolest tradicionalno klinicki
klasificirala na rani stadij s nazo¢nim srednje velikim druzama i promjenama RPE-a, kao i kasni
stadij s neovaskularizacijom ili geografskom atrofijom. Medunarodna klasifikacija senilne

makularne degeneracije (engl. international classification (IC) for age-related macular
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degeneration) iz 1995. godine napravljena je upravo za potrebe epidemioloskih i klini¢kih
znanstvenih istrazivanja (81). Danas postoje i mnogo specifi¢nije klini¢ke klasifikacije kao §to
su AREDS i Beckmanova klasifikacija (82). Prikaz klasifikacijskih ljestvica nalazi se u Tablici
1.

Tablica 1. Klasifikacijske ljestvice senilne makularne degeneracije

IC klasifikacija (1995.) prema fotografiji fundusa neovisno o vidnoj ostrini

- rani stadij s druzama i/ili abnormalnostima RPE-a (hiper/hipopigmentacijske promjene
RPE-a sa slabo vidljivim zilni¢nim krvnim zilama)

- kasni stadij s neovaskulatima i hemoragijama ili suha forme geografske atrofije
(depigmentacijske promjene RPE-a s jasno vidljivim Zilni¢énim krvnim zilama)

Klasifikacijska ljestvica AREDS

- kategorija 1 (bez znakova SMD-a): nekoliko (5 — 15) manjih druza (< 63 pm) ili bez
druza i pigmentnih promjena

- kategorija 2 (rani stadij SMD-a): vise malih druza (> 15), nekoliko intermedijarnih druza
(64 — 125 pm) i/ili abnormalnosti RPE u jednom ili oba oka

- kategorija 3 (intermedijarni SMD): konfluencija intermedijarnih druza (20 srednje velikih
ili 65 manjih), jedna velika druza (> 125 um) i/ili geografska atrofija bez zahvacanja
makule u jednom ili oba oka

- kategorija 4 (uznapredovali unilateralni oblik): uznapredovala suha forma geografske
atrofije koja zahvaca makulu ili eksudativna forma s neovaskularizacijom u jednom oku:
4a) uznapredovali oblik u jednom oku, kategorija 1, 2 ili 3 u drugom oku
4b) uznapredovali oblik u jednom oku sa smanjenjem vidne ostrine (< 20/32)

u drugom oku, no bez dijagnoze uznapredovalog oblika u drugom oku
*uznapredovali oblik u oba oka.

Beckmanova klasifikacija

- bez vidljivih starosnih promjena u makuli — bez druza i pigmentnih promjena

- normalne starosne promjene: nekoliko manjih druza (<63 um), bez pigmentnih promjena

- rani stadij: srednje velike druze (64 — 125 um), bez pigmentnih promjena

- intermedijarni stadij: srednje velike druze s pigmentnim promjenama ili velike druze (>
125 pm)

- kasni stadij: geografska atrofija ili neovaskularizacija u makuli.
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Na sljede¢im slikama prikaz je zdrave makule i stadiji senilne makularne degeneracije (URL.:
http://www.eyerounds.org/atlas/pages/AMD.htm; pristupljeno: 29. rujna 2022.).

Slika 2a. Makula bez promjena

Slika 2b. Vise od 15 malih druza promjera < 63 um

Slika 2c. Intermedijarne druze u podrué¢ju donjeg dijela makule promjera 64 — 125 um
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Slika 2d. Velike druze promjera > 125 pum s pridruzenim abnormalnostima RPE-a

Slika 2e. Geografska atrofija

Slika 2f. Neovaskularni stadij
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Prema AREDS i Beckmannovoj klasifikaciji pacijentima se dodjeljuju bodovi s obzirom na
nazo¢ne Cimbenika rizika (Tablica 2.). U Tablici 3. prikazana je 5-godi$nja procjena rizika

progresije u kasni stadij s obzirom na dodijeljene bodove (83).

Tablica 2. Pojednostavljena ljestvica AREDS dodjele rizi¢nih bodova S obzirom na klini¢ki

nalaz

Rizi¢ni bodovi Klini¢ki nalaz straznjeg pola oka

0 Odsustvo velikih druza i pigmentnih promjena

1 Velike druze ili pigmentne promjene u jednom oku; srednje velike
druze u oba oka

2 Velike druze i pigmentne promjene u jednom oku; velike druze ili
pigmentne promjene u oba oka; kasni stadij u jednom oku

3 Velike druze i pigmentne promjene u jednom oku s jednom od
promjena u drugom oku

4 Velike druze i pigmentne promjene u oba oka

Tablica 3. PetogodiSnja procjena rizika progresije u kasni stadij

Rizi¢ni bodovi Rizik progresije za pacijenta koji | Rizik progresije za pacijenta
nema kasni stadij bolesti koji ima kasni stadij na 1 oku

0 0,4%

1 3,1%

2 11,8% 14,8%

3 25,9% 35,4%

4 47,3% 53,1%

Zadnja dva desetlje¢a uvodenjem tehnike OCT/OCTA i fundus autofluorescencije poboljsala
se rezolucija detektiranih lezija. Navedene pretrage sluZze za pracenje veli¢ine i lokalizacije
druza, povrSine granica unifokalnih ili multifokalnih ZariSta geografske atrofije,
neovaskularizacije i uspjeSnosti lijeCenja inhibitorima protuVEGF. Program CAM (engl.
classification of atrophy meetings) predlozio je OCT kao standardnu metodu procjene stadija

GA u kojoj razlikujemo sljedece:
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inkompletna atrofija vanjske mreznice (engl. incomplete outer retina atrophy — iORA):
stanjenje vanjske mreznice s o¢uvanim RPE-om; bez hipertransmisije svjetla ispod BM-g;
kompletna vanjska atrofija mreznice (engl. complete outer retina atrophy — cORA):
znaajno stanjenje vanjskih slojeva mreZnice, intaktni RPE s intermitentnom
hipertransmisijom;

inkompletna RPE i vanjska atrofija mreznice (engl. incomplete RPE and outer retina
atrophy — iRORA): degeneracija fotoreceptora, iregularnost ili prekid kontinuiteta RPE-a,
diskontinuirana hipertransmisija u promjeru < 250 pum;

kompletna RPE i vanjska atrofija mreznice (engl. complete RPE and outer retina atrophy —
CRORA): degeneracija fotoreceptora i kompletna disrupcija RPE-a u promjeru > 250 pm
(84).

U neovaskularnom stadiju prema klasi¢noj podjeli razlikujemo:

okultni tip s membranskom neovaskularizacijom ispod RPE-a i slabo vidljivom
hiperfluorescencijom na FAG-u;

klasiéni tip s neovaskulatima zilnice koji se formiraju povise RPE-a u subretinalnom
prostoru, a na FAG-u se detektira hiperfluorescencija u ranim fazama;

mijesani tip lezije ukljucuje kombinaciju okultne 1 klasi¢ne lezije;

mreZnicna angiomatoza s formiranjem neovaskulata u dubokom kapilarnom sloju mreZnice

uz progresiju prema vanjskim slojevima i subretinalnom prostoru (9).

Nova podjela neovaskularnog stadija razlikuje:

tip 1 s ¢istom okultnom neovaskularizacijom na FAG-u i pridruzeno odignué¢e RPE-a povise
BM-a na OCT-u;

tip 2 s ¢istom klasicnom lezijom;

tip 3 retinalne angiomatoze;

tip 4 koji se dijeli na predominantno tip 2, gdje je vise od 50% lezije klasi¢nog tipa na FAG-
u s odgovaraju¢im subretinalnim hiperrefleksivnim materijalom prisutnim na OCT-u, i
minimalni tip 2 gdje je manje od 50% neovaskularne membrane klasi¢nog tipa s

potvrdenom elevacijom RPE-a povise BM-a na OCT-u, a §to odgovara okultnoj leziji (10).

U novoj podjeli opisuje se 1 Zilnicna polipoidalna vaskulopatija kao podtip tipa 1 sa sacastom

dilatacijom krvnih Zila Zilnice ispod BM-a, lokaliziranom najc¢e$¢e oko optickog diska (11).
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1.1.7 LijeCenje

Strategije lijeCenja SMD-a trebale bi ukljucivati kombiniranu primjenu dijetetskih mjera,
promjene zivotnih navika i farmakoloske intervencije uzimajuci u obzir geneticku podlogu
bolesti. Prevencija i lijeCenje ranog i intermedijarnog stadija bolesti kombiniranom peroralnom
dijetom s visokom dozom antioksidansa smanjuje rizik progresije SMD-a u kasni oblik za 25%
I reducira teski gubitak vidne ostrine za 19%. Upravo je identifikacija intermedijarnog stadija
kriti¢na jer je unutar 5 godina rizik od progresije u kasni stadij izmedu 12 — 50%, a takvi
pacijenti imaju najvise koristi od promjena stila zivota (prestanak pusenja) i antioksidacijske

terapije (33, 34).

Veliko multicentri¢éno randomizirano klini¢ko istrazivanje evaluiralo je dugodjelujuée ucinke
visih doza antioksidacijskih suplemenata na incidenciju SMD-a i mrene. Studija AREDS1
potvrdila je da suplementi s visokim sadrzajem antioksidansa i minerala kao §to su vitamin C,
vitamin E, B-karoten, zink i bakar odgadaju progresiju u kasni oblik bolesti (33). Zbog
kompetitivnog vezanja B-karotena i povecanog rizika raka pluca u bivsih pusac¢a zamjena s
luteinom i zeaksantinom, kao i smanjenje razine cinka, ima isti u¢inak na progresiju bolesti, sto
se i potvrdilo u studiji AREDS2 (34).

Neovaskularna forma uzrokuje ozbiljan i brzi gubitak vida u odnosu na druge forme SMD-a.
Studija koja je uklju¢ivala preko 100 000 ispitanika s CNV-om pokazala je da 16% njih bilo
slijepo unutar 2 godine bez odgovarajuc¢eg lijeCenja (130). Procjene su da kombinirana
vitaminska profilaksa sa standardnom protuVEGF terapijom za neovaskularni oblik moze
reducirati sljepo¢u uzrokovanu SMD-om za 17,6% do 2050. godine (85). U rutinskoj klinic¢koj
primjeni nekoliko je inhibitora VEGF-a koji se primjenjuju kao intravitrealne injekcije, u
intervalima od 4 tjedna i vise (8, 12, 16 tjedana), s u¢inkom inhibicije endotelne proliferacije,

reduciranja vaskularne permeabilnosti i suprimiranja neovaskularizacije (86).

Znajuéi da je imunoupalni proces veoma aktivan tijekom razvoja neovaskularizacije, potrebno
je naglasiti vaznost ne samo specifiénih nego i nespecifi¢nih imunomodulatora i protuupalnih
lijekova kao adjuvantne terapije suhe i eksudativne forme (36). Kortikosteroidi inhibirajuci

kaskadu alternativnog puta komplementa uz prolongirani u¢inak predstavljaju vazan parametar
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kombinirane terapije s inhibitorima VEGF-a. Upravo odredeni intraokularni kortikosteroidni
implantanti za lijeCenje makularnog edema i neinfektivnog posteriornog uveitisa mogu
predstavljati racionalnu adjuvatnu terapiju kod pacijenata koji loSije odgovaraju na terapiju
inhibitorima VEGF-a (87).

Trenutno nema efektivnog tretmana za geografsku atrofiju koja uzrokuje 20% zakonske
sljepo¢e u SAD-u. U istrazivanjima se nalaze oprecni rezultati o ucincima inhibitora
komplementa eculizumaba i lampalizumaba i upotrebi bioloskih lijekova kao $to su blokatori
TNF-a (infliximab, adalimubab) i inhibitor 1L-2 (daklizumab) (88). Provode se i istrazivanja
djelotvornosti cilijarnih neurotrofi¢nih faktora, inhibitora oksidacijskog stresa i mrezni¢nih
toksina (2). Takoder su i glikanske strukture istrazivane kao potencijalne terapijske molekule.
Asijalizirani triantenarni kompleksni N-glikan s tri vezane galaktoze na granama mala je
molekula s potencijalnom ulogom u lije€enju geografske atrofije. Pripada skupini glikana ¢iji
je najpoznatiji predstavnik fetuin takoder nazofan u mreznici iako s nepoznatom ulogom.
Pokazalo se da iskljudivo glikani s terminalno vezanim galaktozama podupiru organizaciju
vanjskog segmenta fotoreceptora prilikom deprivacije RPE-a. Na animalnim modelima s
geografskom atrofijom NA3 prevenira degeneraciju vanjskog segmenta fotoreceptora u slucaju
odsutnosti RPE-a, piknoze jezgri u unutarnjim segmentima i izlu¢ivanje GFAP-a u uvjetima
oksidacijskog stresa. Svojim neuroprotektivnim djelovanjem ¢uva debljinu mreznice, sprjeava
reaktivnu gliozu putem Mullerovih stanica i promovira maturaciju adherentnih veza izmedu
Mullerovih stanica i fotoreceptora. Osim strukturalne djelotvornosti funkcionalnost NA3

glikana dokazana je o¢uvanim amplitudama a i b vala u elektroretinogramu (89).

1.2 Glikozilacija proteina

1.2.1 Biosinteza glikoproteina

Glikozilacija je sloZena posttranslacijska biosinteza ugljikohidratnih komponenti na proteinima
unutar jezgre, citosola, endoplazmatskog retikuluma (ER) i Golgijevog kompleksa, sto ih ¢ini
njihovom integralnom strukturalnom i funkcionalom komponentom. Proces je bitan za
molekularne interakcije na stani¢noj povrSini i u medustaniénom prostoru, kao 1 za

homeostatske mehanizme u esencijalnim bioloskim procesima (90, 91). U ljudskom genomu 5
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— 10% gena odgovorno je za proces glikozilacije, a vise od 40 — 50% bioloskih proteina su
glikoproteini. Glikoproteini su komponente urodenog i ste¢enog imunoloskog sustava, ¢ine
adhezijske integrine i receptore stani¢nih membrana, sastavni su dio sekretornog, transportnog
i signalnog sustava te sudjeluju u odgovoru akutne faze upale i procesu apoptoze (92-94).
Sinteza proteina uvjetovana je genima, medutim trodiomenzionalna konformacija i aktivne
kovalentne modifikacije kojima proteini podlijezu, ukljucujuc¢i i1 proces glikozilacije,
kontrolirane su epigenetickim, konstitucijskim i okolisnim ¢imbenicima (90, 91). Poremecaji
enzima i mutacije oko 700 gena povezanih s glikanima koji kodiraju kinaze, epimeraze,
transportere, glikotransferaze, glikozidaze, glikan-modificiraju¢e enzime i lektine uzrokom su
kongenitalnih sistemskih bolesti s imunoloskim, neuroloskim, motori¢kim i probavnim
simptomima. Smatra se da je otprilike 1,4% svih poznatih bolesti uzrokovano mutacijama

procesa glikozilacije (92).

Kombinacijom 13 razli¢itih monosaharidnih jedinica i 8§ aminokiselina nastaje ukupno 41 veza,
ukljucujuéi procese N- i O-glikozilacije, C-manozilacije, fosfoglikacije i glipijacije. U
biosintezi sudjeluje 16 razli¢itih enzima koji sudjeluju u aktivhom transportu aktiviranih
pojedina¢nih monosaharida ili monosaharid-1-fosfata na aminokiseline proteina, s iznimkom
prijenosa pentasaharidne srzi vezane na asparagin (Asn) u endoplazmatskom retikulumu i
lipidnog sidra koje se vrsi u bloku na odgovarajuci polipeptid (90, 91). SloZeni mehanizmi
biosinteze dovode do razli¢ite prirode glikana vezanih na specifiéno mjesto na proteinu
(mikroheterogenost) i varijacije broja dostupnih mjesta za proces glikozilacije
(makroheterogenost). Razliciti tipovi veza monosaharid-aminokiselina mogu postojati u istom
proteinu ovisno o dostupnim enzimima, sekvenci i prostornoj konformaciji proteina, kao i
okolisnim uvjetima. Mikroheterogenost glikana uvelike ovisi 0 mikrookolisnim uvjetima, a
promjene temperature, otopljenog kisika i stupnja kiselosti vode alteracijama glikozilacijskog
procesa. S obzirom na ovisnost glikozilacije o razli¢itim okolisnim, konstitucijskim i
epigenetickim ¢imbenicima, kao i o stanicnom miljeu, ekspresijskim ¢imbenicima stanice,
¢imbenicima rasta, dostupnim monosaharidima i gliko-enzimima proces je specifi¢an za svaku
pojedinu stanicu i tkivo. Fizioloski i patoloski procesi, razvoj, diferencijacija stanice i maligna
transformacija utjecu na strukturu glikana na peptidima, iz ¢ega proilazi da jedna stanica u

odredenom trenutku moze eksprimirati razli¢ite glikoproteine (92, 93).
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Konformacija, solubilnost, stabilnost, zaStita proteina od razgradnje proteazama, smanjenje
imunogenosti i usmjeravanje bioloske aktivnosti rezultat je procesa N i O-glikozilacije.
Deglikozilacija proteina vodi njihovoj agregaciji i bioloskoj inaktivnosti dok sijalinizacija
utjeCe na poluzivotni vijek proteina u serumu produzujuci njihovu cirkulaciju i sprjeavajuci
djelovanje receptora na povrSini hepatocita koji sudjeluju u njihovoj degradaciji (141).
terapijska protutijela. Vrijednost glikoproteinskog trzista iznosi vise od 100 bilijuna dolara uz
pretpostavku godisnjeg rasta od 15% (91). Djelovanje rekombinantnih protutijela za lijeCenje
karcinoma i autoimunosnih bolesti temelji se na procesu glikozilacije. Rekombinantni proteini
proizvedeni u nehumanim sustavima podlijezu procesima razgradnje u ljudskom organizmu i
aktiviranju imunoloskog sustava. Hipersenzitivna reakcija na takve glikane jedan je od izazova
biofarmakologije u smislu postizanja odredenog stupnja galaktolizacije, fukozilacije i
sijalinizacije rekombinantnih proteina koji ¢e onemoguditi reakciju imunoloskog sustava, ali i

osigurati biolosku aktivnost glikoproteina kao lijeka (95).

Ugljikohidrati u glikanima

Od svih poznatih uloga ugljikohidrata kao energetskih supstrata i dijela nukleinskih kiselina
najzanimljivija i najmanje istrazena njihova je uloga glikana. Glikan je zajednicki naziv za
glikozidnim vezama medusobno povezane monosaharide u proteoglikanima, glikoproteinima 1
glikolipidima. Razlika izmedu proteoglikana i glikoproteina u molekularnoj je masi glikanskog
dijela gdje kod proteoglikana ¢ini 95% mase, dok u glikoproteinima varira izmedu 1 — 70%
mase. U strukturi glikokonjugata razlikujemo oligosaharidne komponetne gradene od 2 do 20
monosahardinih jedinica ili polisaharidne komponente koje sadrZavaju viSe od 20
monosaharida. Monosaharide u glikanima Kklasificiramo na sljede¢i nacin: 1. s obzirom na broj
atoma ugljika na trioze i heksoze; 2. prema funkcionalnoj grupi na aldoze i ketoze; 3. s obzirom
na veli¢inu prstena na peteroclani ili SesteroClani; 4. prema orijentaciji hidroksilne skupine na
anomericnom atomu ugljika (D ili L, a ili ). Svaka hidroksilna skupina monosaharida

potencijalno je novo mjesto formiranja glikanske veze (96-98).

Najces¢i monosaharidi prisutni u N- i O-glikanima su heksoze: galaktoza (Gal), manoza (Man),

fukoza (engl. fucose — Fuc), N-acetilglukozamin (engl. N-acetylglucosamine — GIcNAc), N-
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acetilgalaktozamin (engl. N-acetylgalactosamine — GalNAC) i sijalna kiselina s 9 ugljikovih
atoma i karboksilnom skupinom na C-1 (engl. N-acetylneuraminic acid — Neu5Ac).
Oligosaharidi nakon aktivnog vezanja na aminokiseline proteina podlijezu modifikaciji putem

fosforilacije, sulfacije i acetilacije (98).

N-glikozilacija

Pocetni korak N-glikozilacije stvaranje je aktivnih monosaharida putem dolikol-fosfata ili
nukleoidnih derivata na citosolnoj strani endoplazmatskog retikuluma, s iznimkom Neu5Ac
Cija se aktivacija dogada u jezgri stanice, a zatim se premjesta u Golgijev kompleks za konac¢ne
modifikacije. Na citosolnoj strani ER-a formira se heptasaharid (Mans, GICNAC2) vezan na
dolikol-fosfat putem enzima fosfotransferaze koji se zatim prenosi u lumen ER-a. Prijenos u
lumen vrsi se putem flipaze, a mutacije enzima flipaze dovode do brojnih kongenitalnih
neuroloskih poremecaja. Unutar ER-a nastaje zavr$ni prekursor (Glcz, Mang, GICNAC?) u kojem

su posljednja tri dodana glukozna ostatka signal zavrsetka sinteze oligosaharida (96, 97).

Aktivirani prekursor (Glcs, Mang, GIcNAc?) djelovanjem oligosaharil-transferaza u bloku se
prenosi na N-atom u bo¢nom lancu asparagina (engl. Asparagine — Asn) u ER-u. Asparagin se
u proteinu uvijek nalazi u sekvenci Asn-X-Ser/Thr, pri ¢emu o kemijskim svojstvima
amnokiseline X ovisi stopa glikozilacije. Ovu sekvencu sadrzava 70% glikoproteina od kojih
njih 70% sadrzava N-glikozidnu vezu. Na polozaju X nikad se ne nalazi prolin koji ima
negativni utjecaj na stabilizaciju proteina. Daljnji koraci ukljucuju hidroliti¢ke reakcije vazne
za pravilno smatanje N-glikana. Glikozidazom se otpustaju tri glukozna ostatka i manozidazom
jedan manozni ostatak, pri ¢emu nastaje finalni prekursor (Mans, GIcNAc.) vezan s N-
acetilglukozaminom na sekvencu proteina Asn-X-Ser/Thr koji se vezikulama premjesta u
Golgijev kompleks radi kona¢nih modifikacija (Slika 3.). Prije premjestanja u Golgijev
kompleks u ER-u dolazi do smatanja glikoproteina i provjere istoga, a u slu¢aju nepravilnosti
protein se razgraduje putem degradacijskog sustava ER-a ili ubikvitinskim putem u citosolu
(96, 97). Poremecaj sustava za degradaciju dovodi do agregacije nepravilno smotanih proteina
I neuroloskih bolesti kao §to je Parkinsonov poremecaj. Veza GInNac-B-Asn (prvotno opisana

na ovalalbuminu 1961. godine) najraspostranjenija je ugljikohidratno-peptidna veza pronadena
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u eukariotima, na bioloski aktivnim proteinima plazme, hormonima, enzimima,

imunoglobulinima i stani¢nim receptorima (98).
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Slika 3. Prikaz biosinteze N-glikana, preuzeto i uredeno prema Varki i ostali (99)

Tri su razreda N-glikana prema daljnjoj monosaharidnoj modifikaciji u Golgijevom kompleksu:
oligmanozni ili visokomanozni, hibridni i kompleksni tip (Slika 4.). Hibridni N-glikani
karakterizirani su nezamijenjenim terminalnim manoznim ostacima i substitucijom preostalih
manoznih ostataka s GIcNAc. Kompleksni N-glikani ne sadrZavaju slobodne terminalne
manozne ostatke, ve¢ na mjestima a-3 i a-6 vezu ostatke GICNAC kao ponavljajuce laktozamine
(GIcNACc-B(1-4)Gal) s dodatnom mogucénos¢u modifikacije vezanjem ra¢vajuc¢eg GICNAC na
manozu i fukoze na GIcNAc pentasaharidne srzi. Kompleksni N-glikani ¢ine ve¢inu proteina

staniéne povrSine i Cesto zavrSavaju s terminalnom Neu5Ac. N-acetilglukozamin dodane
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sekvence u hibridnom i kompleksnom tipu glikana nazivaju se ,antenama” (engl. antennae —
A), a prema granjanju ostataka GIcNAc razlikujemo biantenarne, triantenarne i tetraantenarne
(kompleksne) N-glikane (96, 97).

o6 o o
B4 pa
p2  p2 p2 B\ /Job
o3 ob o3 b
p4 p4
p4 A p4
B B
Asn Asn
Oligomanozni tip Kompleksni tip Hibridni tip
Simboli¢ni prikazi najéeS¢ih monosaharida i veza
O Galaktoza (Gal) ﬁ' Ksiloza (Xyl)
B N acetilgalaktozamin (GalNAc) @ N - acetilneuraminska kiselina (NeuSAc)
N Galaktozamin (GaIN) <> N - glikolilneuraminska kiselina (Neu3Gc)
@ Glukoza (Glo) @ 3-isto- 3 - deoksinenoskekiseling (Kdn)
B N - acetilglukozamin (GlcNAc) A Fukoza (Fuc)
™ Ghukozamin (GIcN) @ Giukuronska kiselina (GicA)
@ Manoza (Man) @ Iduronska kiselina (IdoA)
B N - acetilmanozamin (ManNAc) (I) Galakturonska kiselina (GalA)
N Manozamin (ManN) <P Manuronska kiselina (ManA)

Slika 4. Tipovi N-glikana: oligomanozni, kompleksni i hibridni tip sa simboli¢nim prikazom

najéeS$¢ih monosaharida, preuzeto i uredeno prema Varki i ostali (99)

O-glikozilacija

Proces O-glikozilacije pocinje aktivacijom GalNAc u citosolu djelovanjem GalNAc-
transferaze, a potom se vrsi transport u Golgijev kompleks. O-glikozidna veza nastaje u
Golgijevom kompleksu vezanjem ugljikohidrata GaINAc na funkcionalnu hidroksilnu skupinu
serina (engl. serine — Ser) ili treonina (engl. threonine — Thr). U odnosu na N-glikane s jednom

pentasaharidnom jezgrom O-glikani se mogu klasificirati prema 8 razli¢itih ugljikohidratnih
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jezgri pocevsi s ostatkom GalNAC na koji se vezu razliCite monosaharidne komponente
(GalNAc, GIcNAc, Gal, Man, Fuc, NeuAc5). Biolosko znacenje O-glikozidne veze povecanje
je termostabilnosti, zastita proteina od razgradnje proteazama, prepoznavanje jajne stanice i

spermija prilikom oplodnje, kao i regulacija imunolos§kog odgovora (100, 101).

C-manolizacija, fosfoglikozijacija i glipijacija

C-manolizacija ili C-glikozilacija je posttranslacijska modifikacija transmembranskih i
sekrecijskih proteina u kojoj se C-1 atom a-manoza ostatka veze na C-2 atom aminokiseline
prvog triptofana (engl. tryptophan — Trp) u sekvenci Trp-X-X-Trp. Proces se odvija u lumenu
ER-a djelovanjem C-manozil-transferaze (102).

U C-manolizaciji nema aktivne funkcionalne grupe aminokiseline koja sudjeluju u vezi, dok u
fosfoglikozilaciji spona ugljikohidrata (GIcNAc, Man, Fuc, ksiloze) s aminokiselinom serinom
fosfordiesterskog je tipa djelovanjem specificne monosaharid-1-fosfotransferaze. Funkcija
fosfoglikozilacije jo§ uvijek nije poznata, a pretpostavlja se bioloska uloga u imunoloskom
sustavu (103).

Glipijacija je posttranslacijska modifikacija vezanja glikozilfosfatidilinozitola (GPI) na protein.
Na GPI-u na citosolnoj strani ER-a vezu se monosaharidi s dolikol-fosfata ili nukleotida, a
potom se u lumenu ER-a manoza-fosfoetanolamin veze na karboksilnu skupinu proteina kasnije

smjestenih na stani¢noj povrsini (104).

1.2.2 Glikozilacijski obrazac imunoglobulina G

Imunoglobulini G najbrojniji, najvazniji i najbolje prouceni N-glikoproteini koji u
homeostatskim uvjetima sudjeluju u kontroliranom imunoloskom odgovoru. Cine 75% svih
protutijela u organizmu prepoznavajuéi patogene i sudjelujuéi u pokretanju fagocitoze i
stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima i/ili komplementu. Stabilna su protutijela koja
izlu¢uju B-limfociti tijekom sekundarnog imunoloskog odgovora sa serumskim poluzivotom
od 12 dana (95).
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Imunoglobulini su glavne komponente ste¢enog imunoloskog sustava klasificirane u 5 razreda
(IgA, 1gD, IgE, IgM i 1gG). Gradene su od dva teska lanca (engl. heavy chains — H) povezana
disulfidnim vezama i dva laka lanca (engl. light chains — L) s varijabilnim (HL i V.) i
konzistentnim domenama (Cn i Cp). Imunoglobulini G glikoproteini su gradeni od lakih lanaca
s po jednom varijabilnom (VL) i konzistentnom domenom (C.), kao i teskih lanaca koji
sadrzavaju jednu varijabilnu (Vn) i tri konzistentne domene (Cnl, Cn2, Cx3). Na lancima se
nalaze fragment antigen vezujuca regija (engl. fragment antigen-binding — Fab), a koju
saCinjavaju varijabilne domene (Vn i VL) i N-terminalno vezane konzistentne domene
(CH1/CL), kao i fragment kristalizirajuca regija (engl. fragment crystallizable region — Fc) na
konzistentnim domenama teskih lanaca (Ch2 i Cn3) odgovorna za unistavanje stranih tijela
vezanjem na receptore Fc. Prema aminokiselinskoj sekvenci teskih lanaca i polozaju disulfidnih
veza dijele se na 4 subklase (IgGl, IgG2, 1gG3 i IgG4) s razli¢itim afinitetima vezanja na
komplement i moguénoscéu njegove aktivacije. N-glikozilacijski proces dogada se uglavnom na

teSkim lancima, dok i laki lanci mogu sadrzavati N- i O-vezane glikane (105, 106).

Glikani ¢ine 15% molekularne mase IgG utjecujuci na njihovu stabilnost, poluzivot i funkciju
regije Fc. Masena spektrometrija pokazala je da je ukupan N-glikom IgG plazme uglavnom
kompleksnog tipa. Ukupno je 92% glikanskih struktura IgG u plazmi sa srznom fukozom, 13%
s racvaju¢im GIcNAc, 18% monosijaliniziranih i 3% disijaliniziranih struktura (107-109).
Glikanska struktura regije Fc IgG sli¢nog je profila s nesto manjim stupnjem sijalinizacije, dok
regija Fab u odnosu na regiju Fc ima veci stupanj sijalinizacije s 40% sijaliniziranih struktura i
50% disijaliniziranih struktura, kao i vecu razinu visokomanoznih (4%) i racvajucih (45%) N-
glikana (163). Subklase IgG sli¢nih su glikozilacijskih obrazaca, s time da IgG1 pokazuje veci
stupanj galaktolizacije, a IgG2 veéi stupanj srzne fukozilacije. 1gG je jedini veliki protein
plazme ¢iji glikanski dio ima srznu fukozu 1 inkompletnu galaktozilaciju/sijalinizaciju (110,
111). U Tablici 4. navedene su glikanske strukture IgG plazme, regije Fc i Fab s najve¢om
ucestaloscu (107, 110).
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Tablica 4. Najucestalije glikanske strukture imunoglobulina G, regije Fc i Fab u plazmi

Imunoglobulin G Regija Fc Regija Fab

Struktura glikana* % % Struktura glikana* %
FA2G1 31 32 FA2BG2S1 21
FA2G2 23 27 A2G2S2 17
FA2G2S1 13 15 FA2BG2S2 16
FA2 10 9 FA2G2S2 16
FA2BG1 5 5 FA2G2S1 10

Legenda:

*Svi glikani imaju pentasaharidnu srz (GlcNAc2 Mans). F — predstavlja srznu fukozu; Ax — broj
(x) antena/grana GIcNAc na trimanozil srzi (antenarnost); B — rac¢vajuéi (engl. bisected)
GIcNAc; Gx — broj (x) vezanih galaktoza na antenama/granama; Sx — broj (x) vezanih

sijalinskih kiselina za galaktozu na granama

Regija Fc 1gG ima visokokonzervirano N-glikansko mjesto u podru¢ju domene Cn2 na mjestu
Asn297, dok je regija Fab glikolizirana u 15 do 25% slucajeva. Visokokonzervirani N-glikan
regije Fc podlozan je modifikacijama u Golgijevom kompleksu vezanjem srzne fukoze,
galaktoze, sijalinske kiseline i racvajuc¢eg ostatka GICNAC. Upalni odgovor stani¢ne
citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima i komplementu ovisi o glikozilacijskim modifikacijama
regije Fc (112-114).

Vezanje regije Fc IgG na specifi¢ni receptor ovisi 0 stupnju sijalinizacije antenarnih galaktoza
i fukolizacije pentasaharidne srzi (engl. core-fucosylation). Vezanje sijalne kiseline (Neu5Ac)
na biantenarni kompleksni N-glikan regije Fc smanjuje afinitet vezanja regije Fc, dok
nedostatak terminalne sijalne kiseline i slobodni ostaci GIcNAc ¢ine molekulu IgG proupalnom
aktivacijom komplementa. Osim nedostataka terminalno vezane Neu5SAc i stupanj fukozilacije
vanjske grane 1IgG korelira s aktivacijom komplementa putem lektina i proupalnim
djelovanjem. Odsutstvo fukoze na pentasaharidnoj srzi ima proupalni uc¢inak poboljSavajuéi
vezanje regije Fc na odgovarajuci receptor. Upravo je zato vise od 90% IgG glikanskih struktura

sa srznom fukozom u svrhu spjeavanja pretjerane reakcije imunoloskog sustava u kojem je
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prevelika aktivnost u podlozi razvoja autoimunosnih bolesti, a preniska aktivnost moze voditi

razvoju karcinoma (115-117).

Varijacije glikozilacije regije Fc, balansiraju¢i izmedu proupalnog i protuupalnog djelovanja,
prisutne su tijekom procesa starenja, koreliraju s indeksom tjelesne mase i razinom lipida u krvi
(118-120) te vode razvoju mnogih bolesti kao $to je metabolicki sindrom, Secerna bolest tip II,
hipertenzija, upalne crijevne bolesti, reumatoidni artritis, sistemski eritematozni lupus, multipla
skleroza, karcinomi, Parkinsonova bolest i demencija (92, 93, 121-126). U stanjima kad je
potrebno zastiti organizam od nezeljenih patogena smanjuje se razina sijalinizacije regije Fc

1gG (127).

Interindividualna razlika u glikozilacijskom profilu IgG velika je i ovisi o ekspresiji gena
povezanih s glikanima, epigenetickoj regulaciji, konstitucijskim i okoliSnim ¢imbenicima, a to
u kona¢nici vodi i razlikama u funkcioniranju imunoloskog sustava (184). Opisane su promjene
na razini specifi¢nih subklasa i glikozilacije IgG tijekom starenja, u trudno¢i i raznim
patoloskim stanjima koje koreliraju s izmijenjenim imunoloskim djelovanjem imunoglobulina
(128, 129). Proces glikozilacije mijenja funkciju IgG i cjelokupnoga imunoloskog sustava
moduliraju¢i vezanje na specifiCne receptore 1 efektorsko djelovanje protutijela, a

promovirajuci upalno ili protuupalno zbivanje (92).

1.2.3 Promjene N-glikoma plazme

1.2.3.1 Varijabilnost i stabilnost N-glikoma plazme

Redoslijed aminokiselina u proteinima definiran je isklju¢ivo genetickim slijedom nukleotida
za razliku od procesa glikozilacije koji podlijeZe dinamickim interakcijama medu genima
povezanim s glikanima, posttranslacijskim modifikacijama, konstitucijskim i okolisnim
¢imbenicima. Geni povezani s glikanima regulirani su na transkripcijskoj razini remodeliranjem
kromatina, acetilacijama histona 1 metilacijom DNA. Unutarnji i vanjski ¢imbenici utjecu na
promjene navedenih modifikacija i sudjeluju u kreiranju epigentickog koda. Okoli$ni
¢imbenici, osim interakcijom s gliko-genima i putem epigeneticke regulacije, mogu mijenjati
bioloSki proces sinteze glikana i glikoproteina mijenjaju¢i dostupnost monosaharidnih

supstrata, sintezu i aktivnost enzima, kao i signalnih molekula (130).
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Na razini populacije velika je varijabilnost N-glikana proteina plazme ovisnog o dobi i spolu,
dok je medu ispitanicima (18 — 100 godina zivota) iz kohorte ,,10 001 Dalmatinac” u odnosu
na sveukupne proteine plazme utvrdena i tri puta vecéa varijabilnost N-glikana 1gG, s§to ukazuje
na fenomen maskiranja glikozilacije pojedinog proteina (130). Usporedujué¢i dinami¢nost
promjena kod djece i u odrasloj populaciji utvrdene su izrazenije promjene tijekom rasta i
razvoja, pogotovo u razdoblju puberteta, dok se provedenim analizama tijekom jednogodisnjeg
razdoblja glikozilacijski obrazac u odraslih ispitanika pokazao individualno stabilnim (131,
132).

Tijekom rasta djeteta (6 — 18 godina zivota) smanjuje se Stupanj grananja (tri- i tetraantenarni
prema biantenarnim), galaktolizacije (tri- i tetragalaktolizarani prema digalaktoliziranim) i
sijalinizacije (tri- i tetrasijalinizirani prema disijaliniziranim). U plazmi dojencadi prisutni su
ve¢inom tri- i tetrasijalinizirani N-glikani sa znacajnim kasnijim pomakom prema
disijaliniziranim biantenarnim N-glikanima, neovisno o spolu. Prije puberteta znacajno se
smanjuje razina glikana sa srznom fukozom i zamjenjuju negalaktolizirani glikani s
digalaktoliziranim strukturama, neovisno o spolu, i to posebno ve¢im razinama

negalaktoliziranih glikana kod djec¢aka izmedu 11. i 14. godine Zivota (132).

Glikozilacijski profil IgG razlikovao se prema spolu i prije nastupa puberteta, s ve¢im razinama
fukoziliranih sijaliniziranih struktura s rac¢vaju¢im GlcNAc kod djevojcica. Trend istih
promjena nastavio se i nastupom puberteta, kao i u kasnijoj Zivotnoj dobi, §to se povezuje s
hormonskim statusom iako je i u djecaka u razdoblju od 6. do 18. godine Zivota primijecen
znacajan porast ra¢vajuceg GlcNAc na sijaliniziranim strukturama sa srznom fukozom. Trend
pada biantenarnih glikana sa srznom fukozom u plazmi znacajno korelira s padom istih
glikanskih struktura IgG i porastom digalaktoliziranih formi IgG (naglaSenije kod Zenskog
spola). Promjene koje su nazo¢ne razlikuju se u odnosu na stariju zivotnu dob te ih je svakako
potrebno uzeti u obzir prilikom dijagnostickih i terapijskih procedura temeljenih na glikanima
(132).

Unato¢ tome §to je glikozilacija iznimno individualno varijabilan proces podlozan utjecajima,
smatra se da je 30 — 50% glikozilacijskih obrazaca nasljedno s varijacijama ovisno o glikanskoj
strukturi (133). Upravo individualna stabilnost glikozilacijskog obrasca tijekom razdoblja od
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jedne godine u odraslih ukazuje na to da je proces ipak pod znac¢ajnom genetickom kontrolom
I da okolni utjecaji kojima je organizam izloZzen ne utjeCu na njega ako ne mijenjaju bazalne
uvjete u organizmu (134). Preostalih 50 — 70% glikanskog profila ovisi o kombiniranom
utjecaju epigenetickih, konstitucijskih (dob, spol) i vanjskih ¢imbenika okoliSa kao Sto su
pusSenje, prehrana i kolesterolski status, a Sto se dovodi u vezu s fizioloSkim i patoloskim

procesom starenja organizma (135).

1.2.3.2 Promjene N-glikoma plazme tijekom starenja

Promjene u glikanskom profilu koreliraju s fiziolo§kim parametrima povezanima s bioloskom
i kronoloskom dobi. Molekularni parametri kojima se odreduju bioloska dob samim time imaju
bitnu ulogu u prevenciji i prognozi bolesti povezanih sa starenjem, a sama bioloska dob bolji je
prediktor mortaliteta u odnosu na kronolosku. Glikani kao markeri mogu posluziti boljoj
procjeni fizioloSke starosti organizma od kronoloSke dobi, a negalaktolizirani serumski proteini

i IgG bolje koreliraju s bioloskom dobi od duzine telomera (136).

Glikozilacijski profil proteina plazme i IgG mijenja se ovisno o zivotnoj dobi i u zdravih osoba
nakon cetrdesete godine Zivota, s ranijim nastupom i ve¢im intezivitetom promjena kod Zena.
(130, 135). Najznacajnije korelacije izmedu dobi i glikanskog profila proteina plazme
primije¢ene su za negalaktolizirane i digalaktolizirane glikane, biantenarne negalaktolizirane
glikane, disijaliniziranu formu biantenarnih glikana i srznu fukozilaciju. Analizom uzoraka krvi
kohorte ,,10 001 Dalmatinac” utvrdeno je da se tijekom starenja mijenja stupanj glaktolizacije
N-glikana proteina plazme s trendom sli¢nih promjena na razini glikana IgG. Starenjem rastu
forme negalaktoliziranih glikana (A2, FA2), uz posljedi¢no smanjenje digalaktoliziranih
struktura (A2G2, FA2G2, A2BG2, FA2BG2).

Galaktolizacija 1gG1 (digalaktolizirane forme) raste do kasnih 20-ih godina djelujuci
protuupalno inhibicijom cimbenika aktivacije komplementa (132). Medutim, opisane Su
promjene stupnja galaktolizacije tijekom starenja gdje se dogada porast negalaktoliziranih
glikana i ra¢vajuc¢eg GlcNAc, koji pogoduje upalnim zbivanjima i stvaranju zacarane petlje
kroz koju organizam dodatno stari (130, 137). Negalaktolizirani 1gG (IgG-GO0) djeluju

proupalno aktivacijom komplementa lektinskim putem, jacanjem adhezije na receptore Fc i
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formiranjem agregata protutijela. Starenjem organizma i nakupljanjem IgG-GO0 aktivna je upala
niskog stupnja i formiraju se aberantni agregati IgG koji pak aktiviraju imunoloski sustav i

dolazi do viseg stupnja upale (116, 117).

Razine monogalaktoliziranih glikana proteina plazme ovise o poziciji galaktoze i prisutnosti
racvajuceg GIcNAc. Prema istrazivanjima racvaju¢i GIcNAc na IgG mozda ima utjecaj na
smanjenje stupnja vezanja galaktoze i srzne fukoze (137). Tijekom starenja razina fukozilacije
srzi IgG nije se znacajno mijenjala, $to ukazuje da pronadene razlike u smanjenju stupnja srzne
fukoze na razini N-glikana proteina plazme mogu biti posljedica smanjenja ukupne razine IgG
u starijoj zivotnoj dobi, prvenstveno kod zena (130, 131). Smanjenjem produkcije
digalaktoliziranih glikana pospjeSuje se sijalinizacija, pa stoga raste stupanj iste na
digalaktoliziranim strukturama N-glikana proteina plazme i IgG. Medutim, ukupna
sijalinizacija 1gG smanjuje se u starijoj zivotnoj dobi (118, 130, 131). Indeks (GlycanAge
indeks) predvidanja bioloske i kronoloske dobi temelji se na tri glikanske strukture IgG: FA2B
— biantenarni glikan s ra¢vaju¢im GIcNAc i1 srznom fukozom; FA2G2 — digalaktolizirani
biantenarni glikan sa srznom fukozom; FA2BG2 — digalaktolizirani biantenarni glikan s

ra¢vajué¢im GlcNAc i srznom fukozom (136).

Na razini N-glikana proteina plazme sa starenjem dolazi do smanjenja razine glikana sa srznom
fukozom, neovisno o spolu, i smanjenja stupnja antenarne fukozilacije kod Zzena u odnosu na
muskarce kod kojih se zamjeéuje porast. Vezanje fukoze na vanjske grane glikana i na
pentasaharidnu srZz ima suprotne imunoloSke uéinke, Vvjerojatno odrazavajuc¢i funkciju
imunoloskog sustava ovisnog o utjecaju spola i hormona. Razlike prema spolu postoje i u
stupnju sijalinizacije, gdje se kod muskaraca di- i trisijalinizirani glikani zamjenjuju
monosijaliniziranim u odnosu na zene kod kojih te promjene nisu izraZzene. Analizom
glikanskog profila prema dekadama zivota muskarci su pokazali jednu statisticki znacajnu
korelaciju s razinom negalaktoliziranih formi, dok su se sve grupe glikana u Zena znacajno
razlikovale, s najintezivnijim promjenama u razdoblju premenopauze (40 — 49 godina zivota) i
postmenopauze (50— 59 godina zivota). Smatra se da je u zena obrazac glikozilacije vise ovisan

0 hormonskim promjenama nego o dobi (130, 131).
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1.2.3.3 Utjecaj konstitucijskih i okoliSnih ¢imbenika na proces glikozilacije

Godine, spol, rasa, reproduktivni ciklus, zivotni stil, dijetetske navike, pusenje, konzumacija
alkohola i drugi okolisni ¢imbenici poznati su modifikatori bioloskih procesa u organizmu.
Zivotni stil, fizitka aktivnost i puSenje mogu putem epigeneticke regulacije ubrzati ili odgoditi
proces starenja, pa bioloska dob pojedinca ne mora odgovarati njegovoj kronoloskoj dobi (135,
136). PuSenje tijekom intrauterinog i neonatalnog Zzivota djeluje kao modifikator obrasca
glikozilacije (128). Na ispitanicima iz kohorte ,,10 001 Dalmatinac” (otoci Vis i Kor¢ula)
analiziran je N-glikom plazme u ovisnosti 0 utjecaju okolisnih ¢imbenika rizika, pusenju,
indeksu tjelesne mase i kolesterolskom statusu kao indikatorima zivotnog stila. Primije¢ene su

promjene razine galaktolizacije, sijalinizacije, antenarne fukozilacije i granjanja (135).

Starija zivotna dob, tjelesna masnoca i krvni tlak pozitivno koreliraju s poveéanjem razine
negalaktoliziranih glikana, smanjenjem digalaktoliziranih formi i poviSenjem stupnja
sijalinizacije biantenarnih struktura. Pretpostavlja se da se detektirani obrazac u kojem raste
stupanj sijalinizacije digalaktoliziranih glikana postize smanjenjem njihove produkcije, ¢ime je
omogucen maksimalni kapacitet vezanja NeuAc5 (135). Razine kolesterola u krvi, HDL-a,
LDL-ai triglicerida, kao indikatora nezdravog nacina Zivota, zna¢ajno su povezane s povisenim
stupnjem granjanja (tri- i tetraantenarnim strukturama), galaktolizacije (tri- i
tetragalaktoliziranim glikanima), sijalinizacije i smanjenjem srzne fukozilacije (119, 135).
Nizak stupanj kroni¢ne upale u pretilih osoba 1 poviSene razine CRP-a takoder su prac¢ene visSim
razinama tri- i tetrasijaliniziranih glikana (92). Konzumiranje duhanskih proizvoda korelira s
visokim razinama tetraantenarnih i tetragalaktoliziranih glikana, sniZzenjem stupnja srZne
fukozilacije i smanjenim razinama biantenarnih struktura u plazmi. PuSenje putem

oksidacijskog stresa i promjenom obrasca granjanja djeluje proupalno (135).

Na odredene glikanske strukture konstitucijski i okolisni ¢imbenici razli¢ito utje¢u. Dob ima
najveéi utjecaj na rast razine negalaktoliziranih glikana, smanjenje razine digalaktoliziranih
glikana i stupanj srzne fukozilacije, dok lipidi u plazmi koreliraju s povisenim stupnjem
granjanja i ve¢im razinama galaktolizacije. Sijalinizacija biantenarnih struktura korelira s dobi
i tjelesnim indeksom, dok na razinu monogalaktoliziranih formi veci utjecaj imaju parametri
tjelesne masnoce. Zamijeceno smanjenje biantenarnih glikana kod pusaca moze biti i odraz

niske razine IgG, a $to je za njih karakteristi¢no (135). Biantenarni glikani sa srznom fukozom
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u plazmi ve¢inom su imunoglobulini G, stoga i promjene ukupnog N-glikoma plazme u
navedenim glikanskim strukturama vec¢inom se odnose na IgG, pa indirektno indiciraju i
promjenu imunoloske funkcije (93). Analizom N-glikoma plazme kod pusaca, bivsih pusaca u
razdoblju od 5 godina i nepusaca primije¢ene su i znacajne razlike s obzirom na stupanj

antenarne fukozilacije i razine negalaktoliziranih glikana (135).

1.2.3.4 Promjene glikozilacijskog profila u upalnim i malignim stanjima

Pocetni razvoj upale u organizmu u svrhu odrzavanja homeostatskih uvjeta dio je svih
patoloskih stanja. Osim lokalno u tkivu upalne biokemijske promjene nazo¢ne Su U serumu i
plazmi. S obzirom nato da je proces glikozilacije pod utjecajem razli¢itih okolisnih ¢cimbenika
i fiziolosko/patoloskih odgovora u organizmu, mnogi proteini u upalnim i patoloskim stanjima
podlijezu modifikaciji. Razli¢ite upalne i maligne bolesti trigeri su sliénih promjena na razini
N-glikana proteina plazme i 1gG, $to vodi i promjeni njihove funkcije (Slika 5.). Uzimajuéi u
obzir koncentracije proteina u plazmi ili serumu do izraZaja dolaze promijenjeni obrasci N-
glikozilacije proteina: al-Kiseli-protein, a2-makroglobulin, a2-HS-glikoprotein, haptoglobin,
antitrombin-III, B2-glikoprotein, hemopeksin, vitronektin, fibrinogen i 1gG (92, 93).
Hemopeksin, vitronektin, fibrinogen 1 IgG imaju zna¢ajnu ulogu u formiranju druza i patologiji

senilne makularne degeneracije (138, 139).

U ispitanika s reumatoidnim artritisom, primarnim osteartritisom, miozitisom, ulceroznim
kolitisom i Crohnovoj boles¢u potvrden je pomak prema degalaktoliziranim IgG (122, 123).
Degalaklolizirani 1gG najbolje su prouceni biomarker progresije bolesti u ispitanika s
reumatoidnim atritisom Cije razine koreliraju s tezinom bolesti, Stanjima progresije,
destrukcijom zglobova i remisijom bolesti kao odgovorom na terapiju (140, 141). U trudnica s
reumatoidnim artritisom visoki je stupanj galaktolizacije i sijalinizacije, kao i smanjenje
ra¢vajuceg GIcNAc regije Fc IgG u svrhu suprimiranja imuniteta majke (142). Utjecaj
sijalinizacije i fukozilacije vanjske grane na funkciju 1gG takoder je proucen u ispitanika s
reumatoidnim artritisom. Uz smanjenu razinu galaktolizacije i sijalinizacije regije Fc, kao i vise
razine antenarne fukozilacije promovira se proupalno stanje (140, 141). Sli¢éne promjene
galaktolizacije IgG nadene su i kod pacijenata s mikroskopskim poliangitisom, Wegenerovom
granulomatozom i Churg-Straussovim sindromom. Utvrdene su i alteracije na razini specifi¢nih

subklasa 1gG kod miozitisa, ciroze i malignih tumora jetre (121).
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1.2.4 Glikoproteini druza senilne makularne degeneracije

Histokemijske i imunocitokemijske analize pokazale su da su druze gradene od:

1. stanicaidijelova stanica (RPE, organeli i stani¢ni fragementi, lipofuscin, rodopsin, melanin,
HLA-DR i CD antigeni zilni¢nih makrofaga i drugi);

2. lipida (glikolipidi, apolipoproetini, esterificirani i neesterificirani kolesterol i drugi);

3. ugljikohidrata (polisaharidi, glikokonjugati bogati galaktozaminom, glikokonjugati s
terminalno vezanom glukozom/manozom, N-acetilglukozaminom i sijalnom kiselinom
koja je konzistentna u razli¢itim fenotipima druza i drugi);

4. proteina (glikoproteina — metaloproteinaze i njihovi inhibitori, vitronektin, klusterin,
kristalin, amiloid P, hemopeksin, komplement, imunoglobulini, fibrinogen, fibronektin i
drugi) (68, 139, 143-145).
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Makrofagi koji se nalaze u druzama, podru¢jima geografske atrofije i zilnicnim neovaskularnim
membranama eksprimiraju receptore za oksidirajuce lektine. Lektini su glikoproteini koji
putem dva vezujuca mjesta reverzibilno vezu specifi¢ne saharidne komponente. Oligomanozni
bi/triantenarni nera¢vajuéi i ra¢vajuéi kompleksni N-glikani, N-acetil glukozamin, galaktoza i
sijalni ostaci detektirani su u druzama, RPE-u, BM-u i fotoreceptorima. Uklanjanjem sijalne
kiseline koja je bila konzistentna u svim fenotipima druza neuroaminidazom otkriveni su
subterminalno vezani galaktoza i N-acetil galaktozaminski ostaci. Sli¢an obrazac vezanja
lektinskih proba naden je kod tvrdih i mekih druza u makuli. Upravo sli¢ni glikozilacijski profili
u druzama, RPE-u, BM-u i fotoreceptorima podupiru hipotezu patogeneze senilne makularne
degeneracije u kojoj sve navedene komponente zajednicki djeluju u razvoju patologije mreznice
(143-145).

Lektinskim probama TIMP-3, vitronektin, klusterin i serumski albumin nadeni su kod 80%
zdravih ispitanika i u 60% ispitanika sa senilnom makularnom degeneracijom, a N-glikoprotein
kristalin, kojeg izlu¢uju stanice neurosenzorne mreznice i RPE, znatno ¢esce kod ispitanika sa
senilnom makularnom degeneracijom (139). Od gore navedenih glikoproteina, koji su sastavni
dio druza kao sistemski markeri oksidacijskog stresa, upalnih stanja i razli¢itih bolesti s
najvec¢om koncentracijom u plazmi ili serumu i izmijenjenim obrascima glikozilacije koji utjecu

na njihovu funkciju, navode se vitronektin, fibrinogen, hemopeksin i 1gG (138).

TKivni inhibitor metaloproteinaze 3 (TIMP-3) je glikoprotein ekstracelularnog matriksa
epitelnih stanica oka, pluca i1 bubrega koji sudjeluju u remodeliranju ECM-a inhibirajuci
matriksne metaloproteinaze, inhibiciji angiogeneze putem receptora VEGF-2 i promociji
apoptoze (39, 43). Sastavni dio druza i depozita povezanih s aterosklerozom, amiloidozom,
dermalnom elastozom i glomerulonefropatijama, $to moze govoriti u prilog sli¢noj
etiopatogenezi medu bolestima je i vitronektin. Vitronektin (protein S) je adhezivni
multifunkcionalni sijalizirani biantenarni N-glikoprotein ekstracelularnog matriksa koji
inhibira MAC kompleks, sudjeluje u stani¢noj adheziji i procesu zgrusavanja (143, 144, 146,
147). Ulogu u zastiti od oksidacijskog stresa i eliminaciji stanicnog otpada ima klusterin
(apolipoprotein J) koji sadrzava oligomanozne N-glikane (139, 147). Upravo inhibicija
komplementa i angiogeneze putem klusterina modulira upalu i proces neovaskularizacije u
SMD-u. Sli¢no djelovanje kao klusterin ima i hemopeksin (beta-1B-glikoprotein). Rije¢ je o
proteinu akutne faze i visokoafinitetnom antioksidansu eksprimiranom u mreznici, kao i
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perifernom i centralnom Ziv€anom sustavu s poviSenim sistemskim razinama u Stanjima

oksidacijskog stresa (148).

Fibronektin sadrzava N- i O-glikozilacijska mjesta sa sijalnom kiselinom, a kao kemoatraktant
pronaden je isklju¢ivo u mekim druzama s mozebitnom ulogom u progresiji u neovaskularni
stadij SMD-a (144). Registrirane su i povisene sistemske razine fibrinogena kao rizicnog
¢imbenika progresije u pacijenata sa SMD-om (138). Fibrinogen je N-glikozilirani protein sa
sijalnom kiselinom i terminalno vezanim ostacima fukoze, galaktoze i GalNAc (149). Djeluje
kao kofaktor agregacije trombocita, dio je krvnog ugruska u formi fibrina, sudjeluje u
reepitelizaciji i, putem interferonskog puta, u zastiti od infekcija u imunoloskom odgovoru.
Sijalinizacija utjeCe na solubilnost proteina, a promijenjeni obrasci vode formiranju druk¢ijih

fibrinskih struktura i poremec¢enom procesu zgrusavanja i riziku krvarenja (150).

Glikanska struktura IgG nadena u druzama gradena je od na asparagin vezane GIcNAc(fukoza)-
GIcNAc-manoza-(manoza-GIcNAc): s nazo¢nim varijacijama glikanskog profila koje
ukljuéuju vezanje galaktoza ili galaktoza-sijalna kiselina ostatka na jednom ili oba terminalna
ostatka GIcNAc i/ili vezanje racvajuceg GlcNAc (139, 151). Promijenjeni profili 1gG/IgM koji

koreliraju sa stadijem bolesti pronadeni su u ispitanika sa SMD-om u mreznici i serumu (138).

1.2.5 Glikoproteini kao potencijalni biomarkeri senilne makularne degeneracije

Dosada se uglavnom govorilo o proteomici druza (68, 139, 143-145), gdje se najviSe paZnje
usmjerilo na ve¢ spomenute glikoproteine: TIMP-3, vitronektin, klusterin, hemopeksin,
fibronektin, fibrinogen, komplement i imunoglobuline. Razli¢ite studije istrazivale su sastav
o¢ne vodice i staklovine u pacijenata sa suhom i eksudativnom formom SMD-a te su obzirom
na tkivne i sistemske razine izdvojile nekoliko potencijalnih biomarkera progresije bolesti, a to
su: VEGF, PEDF, TGF-f i ceruloplazmin (138, 152-154). Pigmentni epitelni ¢imbenik rasta
nasuprot VEGF-a djeluje protuangiogeno 1 neurotroficno te upravo neravnoteza
protuangiogenih i angiogenih molekula predisponira razvoj neovaskularne forme bolesti.
Transformiraju¢i ¢imbenik rasta B sudjeluju u modifikaciji ekstracelularnog matriksa i
napredovanju bolesti u zavrsni fibrozni oblik, dok poviSene razine feroksidaze ceruloplazmina
kao akutnog biomarkera upale prate stanja oksidacijskog stresa i kroni¢ne upale §to je
karakteristi¢cno za SMD.
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lako je jako malo istrazivanja 0 potencijalnim biomarkerima u serumu ili plazmi, mnoge
komponente uklju¢ene u procese oksidacijskog stresa i imuniteta, citokini rasta, proteini
toplinskog Soka 1 cijeljenja, proteini stani¢ne determinacije, ¢imbenici hemostaze |
neovaskularizacije, lipidnog metabolizma i drugi, identificirani su s poviSenim ili snizenim
sistemskim razinama u pacijenata sa SMD-om, ovisno o njihovoj ulozi u patofiziologiji i stadiju
bolesti (155, 156). Relativna neprohodnost krvno-mreznicne barijere sprjecava mnoge bioloske

komponente, koje su nazo¢ne u oku, da budu nazo¢ne u plazmi ili serumu.

Prema najnovijim istrazivanjima najveci potencijal u ranoj dijagnostici prevencije sljepoce
uzrokovane SMD-om imaju upravo faktori oksidacijskog stresa, lipidnog metabolizma i
komplementa: vinculin, manan-vezujuéa lektin serinska proteaza (engl. mannan-binding lectin
serine protease 1 — MASP-1), kao i tirozin protein fosfataza (engl. tyrosine protein phosphatase
— PTLP) (155, 156). Vinculin je membranski multifunkcionalni glikoprotein koji sudjeluje u
stani¢no-matriksnoj i1 stani¢no-stani¢noj adheziji. Eksprimiraju ga stanice RPE-a izlozene
tkivnom stresu. Pronaden je u mreznici ispitanika s kasnim stadijem bolesti, dok ga u druzama
ranog stadija nema. Utvrdene su povisene razine vinculina u plazmi ispitanika s ranim stadijem
bolesti, §to moze ukazivati na degeneraciju stanica RPE-a i pocetak sloma krvno-mrezni¢ne
barijere (156).

In vitro stanice RPE-a izlozene oksidacijskom stresu takoder produciraju MASP-1 i PTLP.
Glikoprotein MASP-1 dio je lektinskog puta aktivacije komplementa, dok je PLTP glikoprotein
koji veze fosfolipide u plazmi i omogucuje njihov transfer. S obzirom na ulogu lipidnog
metabolizma u patogenezi bolesti i dokaze o interakciji s komponentama imunoloskog sustava
i upale PTLP-a ima veliki potencijal kao sistemski biomarker. Sistemske razine PTLP-a rastu
u stanjima akutne upale i povezane su s ekspresijom upalnih ¢imbenika u Seé¢ernoj bolesti tip 11
i kardiovaskularnim bolestima. PoviSene razine glikoproteina PTLP i MASP-1 znacajno
koreliraju s neovaskularnim stadijem bolesti i riziénim genotipom ARMS2. Zasada nema
odgovora zbog cega su povisene razine proteina u ispitanika sa senilnom makularnom
degeneracijom. Mozebitni je razlog produkcija proteina uslijed izlaganja stanica RPE-a
oksidacijskom stresu ili sistemska neravnoteza lipidnog metabolizma i procesa upale kao

rezultat starenja organizma i cjelozivotnog stresa (155, 157).
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Razvoj masene spektrometrije 1 teku¢inske kromatografije visoke ili vrlo visoke djelotvornosti
(engl. high performance liquid cromatography — HPLC; ultra high performance liquid
cromatography — UHLPC) omogucio je analizu glikanskog profila plazme i razvoj novih
biomarkera (158-161) te su upravo veé¢ina biomarkera koji se rabe u klinickoj praksi po svojoj
strukturi glikoproteini (94). Promjene na razini obrasca glikozilacije 1gG nastupaju godinama
prije postavljanja dijagnoze reumatoidnog artritisa (141), sto otvara mogucnosti razvoja novih
dijagnostickih testova temeljenih na glikanima, ali i pretpostavke da se alteracije glikana 1gG
dogadaju i u drugim autoimunosnim i kroni¢nim upalnim bolestima (94, 121-123). Promjene
glikozilacije nazo¢ne su u ranoj akutnoj fazi i razvojem kroni¢nih stadija bolesti, te analiza
glikoproteina kao markera ima znacajan potencijal i u oftalmologiji, buduci su IgG dokazani u
sastavu druza, Bruchove membrane, retinalnog pigmentnog epitela i u fotoreceptorima (143,
144) pa bi analiza glikanskog profila proteina i imunoglobulina G u plazmi bila znacajna u
rasvjetljivanju mehanizama ukljuc¢enih u patogenezu SMD-a. Pretrazivanjem literature nisu
pronadene studije koje su istrazivale glikanski profil plazme u pacijenata sa SMD-om. Takoder
nije do kraja razjasnjeno na koji na¢in izmijenjeni obrasci glikozilacije proteina utjeu na razvoj
i progresiju SMD-a i mogu li se u buduénosti glikani iskoristiti kao markeri u dijagnostici i
prognozi bolesti te evaluaciji primijenjene terapije. Obzirom na epidemiolosku sliku, tjelesne,
psiholoske i socioekonomske ucinke prikaz glikanskog profila plazme pacijenata sa SMD-om
pomoc¢i ¢e u usmjeravanju buducih studija na pronalazak lako dostupnog glikanskog

biomarkera.
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2 Cilj rada i hipoteze

Uzimaju¢i u obzir sveprisutni trend starenja populacije i sve vecu prevalenciju senilne
makularne degeneracije, ¢iji je glavni riziéni ¢imbenik Zivotna dob, glavni primarni cilj ovog
istrazivanja je detekcija mogucih sistemskih biomarkera procesa glikozilacije u plazmi
ispitanika koji boluju od ove bolesti, a koji su dostupni analizi. Istrazivanje se zasniva na
hipotezi da ispitanici sa senilnom makularnom degeneracijom imaju razliciti glikozilacijski

profil plazme u odnosu na kontrolnu skupinu.

Glavni ishod istrazivanja razlika je dokazanih potencijalnih biomarkera u plazmi izmedu
ispitanika sa senilnom makularnom degeneracijom i kontrolne skupine, izrazenih metrickom
varijablom koja odrazava razine ekspresije N-glikana proteina plazme i imunoglobulina G.
Shodno tome, cilj je bio prikazati glikozilacijski profil plazme u ispitanika sa senilnom
makularnom degeneracijom u odnosu na kontrolnu skupinu i usporediti dobivene vrijednosti
izmedu ispitivane i kontrolne skupine, kao i utvrditi postoji li medu njima statisti¢ki znacajna
razlika. Ukoliko bi se utvrdila razlika u profilu plazme u vrijednostima glikana, analizirat ¢e se
povezanost niza varijabli glikozilacije s ishodom, pojavom ili odsustvom SMD-a. Ako bi se
pak utvrdila povezanost promatranih varijabli sa senilnom makularnom degeneracijom,

varijable bi iskoristili kao biomarkere patoloskog procesa.
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3 Ispitanici i postupci

3.1  Ispitanici

Uzorak za istrazivanje je populacijski, a uzet je iz studije ,,10 001 Dalmatinac” ¢iji je cilj bio
detekcija genetickih i okoli$nih ¢imbenika rizika koji ¢ine razliku izmedu zdravlja i bolesti.
Ukupni ispitivani uzorak (n = 2835) ¢ine 591 ispitanik s otoka Visa, 1427 ispitanika s Korcule
I 817 ispitanika iz Splita. Svi ispitanici su potpisali informirani pristanak odobren od strane

Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu.

Istrazivanje ,,10 001 Dalmatinac” (voditelj projekta: prof. dr. sc. Ozren Polasek) ima eticko
odobrenje Medicinskog fakulteta u Splitu (klasa 003-08/11-03/0005, ur. br.: 2181-198-03-
04/10-11-0008; 8. ozujka 2011.), Medicinskog fakulteta u Zagrebu (ref 018057; 7. svibnja
2001.), Multicentri¢nog eti¢kog povjerenstva Skotske (MREC/01/0/71; 24. listopada 2001.) i
odbora Lothian NHS (11/AL/0222; 6. svibnja 2011.). Za potrebe izrade ove disertacije
zatrazeno je i dobiveno dodatno eti¢cko odobrenje Medicinskog fakulteta u Splitu (klasa 003-
08/20-03/0005, ur. br.: 2181-198-03-04-20-0100; 26. studenog 2020.).

Osobni podaci (ime i prezime, datum i mjesto rodenja, spol, bra¢ni status, stupanj obrazovanja
I mjesto zaposlenja), stil zivota (prehrambene navike, pusenje, konzumiranje alkohola),
dijagnosticirane bolesti, terapija lijekovima i bolni¢ka lijeCenja ispitani su upitnikom.
Procijenjen je socioekonomski status, prema godinama $kolovanja i indeksu materijalnog stanja
(kompozitni indeks). Prema odgovorima na pitanja u upitniku ispitanici su klasificirani na
aktivne pusace (i oni koji su prestali konzumirati duhanske proizvode u zadnjih 5 godina) i
nepusace. [zvrSena su mjerenja visine (cm), tezine (kg), sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka
(mmHg), kao i pluéne funkcije (broj udisaja u minuti, zasi¢enje kisikom). Izracunat je
SphygmoCor koeficijent za procjenu kardiovaskularnog statusa koji uzima u obzir
augmentacijski indeks, brzinu pulsnog vala te sredi$nji sistoli¢ki i dijastoli¢ki tlak. Uzorci Krvi
uzeti su u epruvete s antikoagulansom, nakon ¢ega je provedeno centrifugiranje i odvajanje
plazme te su uzorci pohranjeni na — 70 °C, dok su uzorci seruma pohranjeni na — 20 °C.
Provedene su biokemijske analize razine glukoze u serumu, HbAlc, kreatinina, ureje, urata,

CRP-a, kolesterola, HDL-a, LDL-a, triglicerida, fibrinogena i inzulina. IzvrSen je opci
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oftalmoloski pregled i snimljena fotografija ocne pozadine fundus kamerom (Canon CR-DGi,

Amstelveen, Nizozemska).

Ispitanici s bilateralnim fotografijama fundusa i uzorcima krvi za izolaciju plazme i
imunoglobulina G, kao i profiliranje glikana ukljuceni su u daljnje istrazivanje. Rizi¢ni
¢imbenici patogeneze SMD-a i iskljucujuci kriteriji (godine zivota, socioekonomski status,
prijavljena fizicka aktivnost, konzumiranje duhanskih proizvoda, serumska mjerenja
kolesterola, HDL-a, LDL-a, triglicerida, urata, glukoze i HbAlc, pozitivha anamneza
hipertenzije ili uzimanja antihipertenzivnih lijekova, ispitanici s izmjerenim sistoli¢kim tlakom
> 140 mmHg i dijastolickim > 90 mmHg, giht, glaukom, visoka miopija) uzeti su u obzir u
daljnjoj procjeni i analizi (162).

U kontrolnu skupinu ukljuceni su takoder ispitanici iz kohorte ,,10 001 Dalmatinac”, koji su bili
podvrgnuti istom postupku i uzorkovanju plazme. Ispitanici iz kontrolne skupine nisu imali
znakove SMD-a ili druge mrezni¢ne bolesti na fotografiji fundusa. S obzirom na to da se
obrazac glikozilacije mijenja u razli¢itim bolestima, drugi komorbiditeti kao S$to su
kardiovaskularne bolesti, Se¢erna bolest, kroni¢ne plu¢ne bolesti, kroni¢ne upalne bolesti
probavnog sustava, cisti¢na fibroza, kroni¢no bubrezno zatajenje, sepsa, reumatoidni artritis,
sistemski eritematozni lupus, multipla skleroza, amiotrofi¢na lateralna skleroza, karcinomi i

neuropsihijatrijski poremecaji bili su iskljucujucéi kriteriji (93, 94).

3.2  Fotografije straZznjeg segmenta oka

Fiksnom digitalnom fundus kamerom snimljene su nativne fotografije o¢ne pozadine S
makulom u centru. Nakon nativnih fotografija uslijedilo je snimanje s uporabom razli¢itih
filtara osvjetljenja i boje. Budu¢i da se ispitanicima nisu kapale kapi za Sirenje zjenice proveo
se postupak prilagodbe radi postizanja maksimalne kvalitete slike o¢ne pozadine. Ispitanici su
sjedili u zamracenoj prostoriji 10 — 20 minuta, koliko je potrebno oku za prilagodbu od jaceg
svjetla do potpunog mraka. U istoj prostoriji bila je smjestena i fundus kamera. Nakon
prilagodbe namjesteni su u sjedeci polozaj iza kamere, s bradom i ¢elom oslonjenim za na to

predvideno mjesto na kameri i reCeno im je da gledaju u predmet fiksacije. Predmet fiksacije
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bila je zelena tocka vodilja unutar kamere koju su ispitanici trebali pratiti u svom vidnom polju

ili ekstrakameralna fiksacija sa zelenim svjetlom izvan kamere za snimanje.

3.3 Analiza fotografija straznjeg segmenta oka

Analizirane su sve fotografije fundusa s jasno vidljivim makularnim podru¢jem, a za
utvrdivanje bolesti i stadija rabila se Medunarodna klasifikacija senilne makularne degeneracije
iz 1995. godine (81). Prema toj klasifikaciji stupnjevanje senilne makularne degeneracije

temelji se na fotografijama fundusa u boji, a razlikuje se:
a) rani stadij bolesti s prisutnim druzama i/ili abnormalnostima RPE-a;
b) kasni stadij neovaskularne forme s hemoragijama ili suhe forme geografske atrofije.

Klasifikacija ne uzima u obzir vidnu ostrinu i isklju¢uje nazo¢nost mreznic¢nih bolesti kao $to
su dijabeti¢na retinopatija, okluzivne bolesti arterija i vena mreznice, epiretinalna membrana,
ruptura makule, odignuée mreznice, korioretinitis, malignitet 1 lijeCenje laserskom

fotokoagulacijom.

Ispitanici su s obzirom na dostupne i pravilno oznaéene fotografije fundusa desnog i lijevog
oka podijeljeni u 4 skupine:
1. ispitanici s jasno vidljivim makulama na fotografijama fundusa desnog i lijevog oka koji

nemaju znakove SMD-a;

2. ispitanici s jasno vidljivim makulama na fotografijama fundusa desnog i lijevog oka koji

imaju znakove SMD-a na jednom ili na oba oka, a bez nazo¢nosti drugih mrezni¢nih bolesti;

3. ispitanici s jasno vidljivim makulama na fotografijama fundusa desnog i lijevog oka koji
imaju znakove drugih mrezni¢nih bolesti na jednom ili oba oka, a nisu ukljuceni u daljnje
istrazivanje;

4. skupina ispitanika koji su na fotografijama fundusa jednog oka imali jasno vidljivu makulu,
urednu ili s prisutnim znakovima mrezni¢nih bolesti, a na fotografijama fundusa drugog oka

nejasno makularno podrucje, zbog ¢ega nije bila moguca procjena;

5. ispitanici na ¢ijim fotografijama fundusa desnog i lijevog oka makula nije jasno vidljiva te

nije bila moguca procjena.
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3.4  Mijerenje razine glikana u plazmi

Za detekciju glikanskog profila plazme rabila se kombinacija standardiziranih protokola
tehnikom hidrofilnih interakcija (engl. hydrophilic interaction — HILIC) na instrumentu HPLC
ili UHLPC (158-161, 163-167). Metodom HILIC izoliraju se kromatografski vr§kovi ili pikovi
N-glikana plazme (glikan pik — GP) i pikovi izolata IgG (130, 131).

Izolacija imunoglobulina G iz uzorka plazme

Nakon pripreme uzorka plazme, koji se promijesao i centrifugirao na 3000 okretaja po minuti
tijekom 10 minuta, pristupilo se izolaciji 1gG iz uzoraka plazme koristenjem ploc¢ice monolita
s proteinom G (GE Healthcare, Uppsala, Svedska) i plogice za sakupljanje (engl. 96-well
colection plates; Chromacol, Welwyn Garden City, UK) s mikroporama veli¢ine 36 pm.
Plocice s proteinom G volumena 150 pL pripremile su se ispiranjem s 10 volumena kolone
(engl. Column volume — CV) ultra ¢iste vode (Purite Fusion 40 water purification system, Purite
Ltd., Thame, UK) i kalibrirale s 10 pufera CV za vezanje (engl. Binding-buffer Solution — 1x
PBS pH 7.4; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri). Uzorak plazme volumena od 50 pL razrijedio
se 10 x s PBS-om i aplicirao na plocicu s proteinom G. Protein G potom se veze za regiju Fc
IgG. Nakon petominutne filtracije protein G ploc€ica isprana je 5 x s 5 CV-a vezujuceg pufera
radi uklanjanja nevezanih proteina. Zatim je uslijedilo eluiranje 1gG s protein G plocice
ispiranjem s 5 CV-a 0,1 M mravlje kiseline (Sigma-Aldrich). Eluati u 96-plocici za sakupljanje
neutralizirani su (pH 7,0) s 1 M amonijevog bikarbonata (Sigma-Aldrich) kako bi se o¢uvala
stabilnost IgG i sprijecila desijalinizacija. Svaki korak u navedenoj proceduri uraden je pod
vakuumom. Cistoéa eluata IgG verificirana je elektroforezom na natrij-dodecil-sulfat
poliakrilamidnom gelu (engl. sodium-dodecyl-sulfat polyacrylamide-gel-electrophoresis —
SDS-PAGE; Invitrogen, Kalifornija).

Deglikozilacija uzoraka plazme i IgG i fluorescentno obiljezavanje glikana

Uzorci plazme promijesani su i centrifugirani na 3000 okretaja/min u trajanju od 10 minuta, a

5 uL svakog uzorka nanijelo se na 96-plocicu za sakupljanje uz dodatak 2 pL 5 x pufera za
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uzorak (Sigma-Aldrich) pripremljenog s 1 mL 10%-tnog SDS-a, 2 uL vode i 1 pL ditiotreitola
(Sigma-Aldrich). Na isti nacin tretirano je 50 pg svakog uzorka 19G. Pripremljeni uzorci
inkubirali su se na 65 °C u trajanju od 15 minuta, a potom su alkalizirani s 1 pL 100 mM
jodoacetamida (Sigma-Aldrich) i ponovno inkubirani na 30 minuta u tamnoj sobi na sobnoj
temperaturi. Svrha redukcije i alkalizacije uzoraka prije imobilizacije u gelu osiguranje je
maksimalne uc¢inkovitosti peptid-N-(N-acetil-B-glukozaminil) asparagin amidaze F (skraceno
peptid N-glikozidaza F — PNGaza F). Uzorci plazme i 1gG u 96-plocici za sakupljanje
imobilizirani su u natrij-dodecil-sulfat-poliakrilamidnom gelu (s 10% SDS-a), a zatim je
uslijedila denaturacija (H lanaca 1gG) i ispiranje gela s acetonitrilom, kao i suSenje u vakuumu.
Uzorcima je dodano 50 pL 0,1 U/ml PNGaze F (ProZyme, Kalifornija, SAD). Zatvoreni su
adhezivnom naljepnicom i inkubirani tijekom no¢i na temperaturi od 37 °C. Otpusteni glikani

iz uzorka plazme i s 1gG sakupljeni su u 96-ploc¢icu volumena 2 mL i pripremljeni za bojenje.

Oslobodeni glikani zatim su se obiljezili fluorescentnom 2-aminobenzamid bojom (LudgerTag
2-AB labeling kit Ludger Ltd., Abingdon, UK). Uzorcima s oslobodenim glikanima dodalo se
5 pL 2-AB otopine, promijesalo 10 minuta, inkubiralo na 65 °C kroz 30 minuta, ponovno
promijesalo i inkubiralo idu¢ih 90 minuta. Uslijedilo je ispiranje viska 2-AB boje filtracijskim
plo¢icama i acetonitrilom. Obiljezeni glikani potom su eluirani u 96-plocicu za sakupljanje
volumena od 2 mL s 400 uL 200 mM amonijeve otopine djelovanjem gravitacije tijekom 20 —

30 minuta i potom osuseni u vakuumu.

Odredivanje N-glikana proteina u uzorcima plazme

N-glikani proteina plazme obiljezeni 2-AB bojom razdvojeni su na instrumentu HILIC-HPLC
putem TSKgel Amide 80 kolone (dimenzija od 250 % 4,6 mm, promjera ¢estica od 5 um; Tosoh
Bioscence, Stuttgart, Njemacka) na temperaturi od 30 °C. Mobilna faza sastojala se od otapala
A —50 mM mravlje kiseline (Sigma-Aldrich), pH 4,4 prilagodenog s amonijevim hidroksidom,
i acetonitrila (Sigma-Aldrich) kao otapala B. Za 60-minutnu detekciju rabio se fluorescencijski
detektor (Waters 2475) valnih duljina od 330 do 420 nm. Analizom HILIC-HPLC N-glikani
plazme podijeljeni su u 16 kromatografskih pikova (GP1 — GP16).
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Daljnja obrada ukljucivala je razdvajanje glikanskih struktura prema broju sijalnih kiselina
rabe¢i Prozyme GlycoSep C 75 mm x 7,5 mm kolonu (Prozyme) na 30 °C na instrumentu WAX
(Weak Anion Exchange) — HPLC. Mobilna faza sastojala se od 20% acetonitrila u vodi kao
otapala A i 0,1 M octene kiseline (Sigma-Aldrich) prilagodenog pH na 7,0 s amonijevim
hidroksidom. Glikani su razdvojeni na temelju drukcijih naboja prema broju sijalnih kiselina
(mono-, di-, tri- i tetrasijalizirani), a kalibracija sustava izvela se s fetuin N-glikanom (Sigma-
Aldrich).

Potom su 2-AB-glikanske strukture obradene sijalidazom. U epruvete za mikrocentrifugu
volumena od 200 pL dodane su 2-AB-glikanske strukture i 1 pL 500 mM natrijev acetat
inkubacijskog pufera pH 5,5, 1 uL ABS-a (Arthrobacter ureafaciens sijalidaze — a2-3,6,8,:
Prozyme, San Leandro, Kaliformija) i voda do 10 uL. Pripravak je stavljen u inkubator na
temperaturu od 37 °C u trajanju od 16 — 18 sati, potom propusten kroz uredaj za uklanjanje
enzima (Micropure-EZ enzyme remover, Milipore, Billerica, MA) i apliciran na instrument
HILIC-HPLC. Nakon provedenog postupka N-glikani plazme podijeljeni su u 13
kromatografskih pikova desijaliziranih glikana (DG1 — DG13) (130).

Odredivanje N-glikana imunoglobulina G u plazmi

Fluorescentno oznaceni N-glikani 1gG odijeljeni su s pomoéu Waters BEH Glycan
kromatografske kolone (dimenzija od 100 x 2,1 mm, promjer ¢estica BEH od 1,7 um) na
instrumentu Waters Acquity UPLC na temelju kromatografije hidrofilinih interakcija. Uredaj
UPLC sastojao se od mobilne faze s otapalom A (100 mM amonijevog formijata (Sigma-
Aldrich), pH 4,4), otapala B acetonitrila (Sigma-Aldrich), automatskog injektora uzoraka i
fluorescencijskog detektora valnih duljina od 330 do 420 nm. Uzorci su bili na temperaturi od
5 °C prije injektiranja, a sami postupak odjeljivanja glikana provodio se na 60 °C. Potom se
provela digestija fluorescentno obiljezenih N-glikana IgG djelovanjem enzima (sijalidaze,
fukozidaze, galaktozidaze, manozidaze; ProZyme, Kalifornija) u inkubatoru na temperaturi od
37 °C. Enzimi su potom uklonjeni filtracijskom plocicom AcroPrep 96 Filter Plates (Pall
Corporation, SAD) i provela se ponovna analiza N-glikana 1gG nakon digestije na instrumentu
HILIC-UPLC (131).
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3.5 Statisticki postupci

U statisti¢koj analizi proveo se Kolmogorov-Smirnovljev test, a zatim su podaci analizirani
binarnim i regresijskim testovima, uz izra¢un omjera izgleda (engl. odds ratio — OR) i 95%
raspona pouzdanosti (engl. confidence interval — Cl). Glavna analiticka metoda logisticka je
regresija kojom se istrazivala povezanost niza varijabli profila glikozilacije s ishodom, pojavom

ili odsustvom senilne makularne degeneracije.

Analiti¢ki postupak proveden je u statistickom programu R, sa znacajnos¢u postavljenom na P
< 0,05. Kategorijski podaci prikazani su brojem i postotkom, dok su brojéani podaci
predstavljeni srednjom vrijednosti 1 standardnom devijacijom. Svi slu¢ajevi senilne makularne
degeneracije, bez obzira na jednostranu ili obostranu nazoc¢nost bolesti na fotografijama
straznjeg pola oka, svrstani su u jednu skupinu, i uradila se analiza poznatih ¢imbenika rizika u
odnosu na kontrolnu skupinu s pomocu logisticke regresije. Model analize varijance (ANOVA)
rabio se u bivarijantnoj analizi pra¢enoj visestrukim usporedivanjem glikanskih struktura medu

skupinama i kontrolama uporabom Bonferronijevog post hoc testa.

Ispitanici su podijeljeni u tri skupine s obzirom na dob i nazo¢nost bolesti:

1. ispitanici stariji od 55 godina s bilateralnim (B) znakovima senilne makularne degeneracije;

2. ispitanici stariji od 55 godina s unilateralnim (U) znakovima senilne makularne
degeneracije;

3. ispitanici mladi od 55 godina s ranim oblikom makulopatije s druzama (EODM).

Konac¢ni analiti¢ki model prilagoden je prema dobi i spolu, kao mogué¢im zbunjujuéim
varijablama, uzimaju¢i u obzir 1 identificirane lipidne frakcije kao rizicne ¢imbenike senilne
makularne degeneracije. U prvom modelu logistickom regresijom usporedili smo sve tri
skupine ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu, a zatim kreirali model zasebne usporedbe

svake skupine ispitanika s kontrolama uz razinu znacajnosti postavljenu na P < 0,05.
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4 Rezultati

U istrazivanje je ukljueno 2835 ispitanika iz kohorte ,,10 001 Dalmatinac”. Analizom

dostupnih fotografija fundusa oba oka, uzimajuéi u obzir iskljuc¢ujuce kriterije, dijagnosticirano

je 106 (3,7%) slucajeva unilateralne i bilateralne senilne makularne degeneracije u ispitanika

zivotne dobi preko 55 godina. Od tog broja 66 (62,3%) ispitanika ima obostrane klinicke

znakove bolesti, a kod njih 40 (37,7%) znakovi SMD-a ustanovljeni su na jednom oku. Nadalje,

od ukupnog broja ispitanika njih 45 (1,6%), mladih od 55 godina, imali su rani oblik

makulopatije s druzama (EODM).

Shematski prikaz broja slu¢ajeva SMD-a i EODM-a ukljucenih u istrazivanje.

2835 ispitanika

106 (3,7%) slucajeva
SMD-a

45 (1,6%) slucajeva
EODM

(< 55 godina)

Ve

66 (62,3%) bilateralnih
slucajeva

~N

.

40 (37,7 %)
unilateralnih slucajeva

J/

Koristenjem standardiziranog protokola N-glikani plazme podijeljeni su u 16 kromatografskih
pikova (GP1 — GP16) i 13 pikova desijaliziranih glikana (DG1 — DG13) (Tablica 5.). Izracunati
su i derivirani parametri koje ¢ine glikani sli¢nih strukturnih svojstva, a na kraju je ukupno bilo
46 N-glikanskih frakcija plazme (130).
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Tablica 5. Prikaz struktura N-glikana proteina plazme dobivenih metodom HILIC-HPLC

standardiziranim protokolom

Glikan pik Struktura* Glikan pik | Struktura*
GP1 A2 GP7 FA2BG2
GP2 A2B M7D3, M7D1
AlGl A2G2S(3)1
FA2 A2G2S(6)1
GP3 M5 GP8 A2BG2S(3)1
FA2B A2BG2S(6)1
A2[6]G1 M5A1G1S1
A2[6]BG1 FA2G2S(3)1
FA2G2S(6)1
A3G3
FA2BG2S(3)1
FA2BG2S(6)1
GP4 A2[3]G1 GP9 A2F1G2S(3)1
A2[3]BG1 A2F1G2S(6)1
M4A1G1 M8D2, D3
FA2[6]G1 A2G2S(3,3)2
FA2[6]BG1 A2G25(3,6)2
Al[6]G1S(3)1 A2G2S(6,6)2
A1[6]G1S(6)1 M8D1, D3
FA2[3]G1 GP10 A2BG25(3,3)2
FA2[3]BG1 A2BG2S(3,6)2
M6D1, D2 A2BG2S(6,6)2
Al[3]G1S(3)1 A3BG3S(3)1
Al[3]G1S(6)1 A3BG35(6)1
FA2G2S(3,3)2
FA2G2S(3,6)2
FA2G2S(6,6)2
GP5 M6D3, A2BG2 GP11 FA2BG2S(3,3)2
A2[6]G1S(3)1 FA2BG2S(3,6)2
A2[6]G1S(6)1 FA2BG2S(6,6)2
A2G2 M9
A2[3]G1S(3)1
A2[3]G1S(6)1
GP6 FA2[6]G1S(3)1 GP12 A2F1G2S2
FA2[6]G1S(6)1 A3G3S(3,3)
FA2[6]1BG1S(3)1 A3G35(3,6)2
FA2[6]BG1S(6)1 A3G3S(6,6)2
M4A1G1S1 A3BG3S5(3,3)2
FA2G2 A3BG3S(3,6)2
FA2[3]G1S(3)1 A3BG35(6,6)2
FA2[3]G1S(6)1 A3G3F1S2
A2BG1S1
FA2[3]BG1S(3)1
FA2[3]1BG1S(6)1
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HPLC standardiziranim protokolom

Glikan pik Struktura* Glikan pik Struktura*
GP13 FA3G3S(3,3)2 DG4 M4A1G1
FA3G3S(3,6)2 A2[3]G1
FA3G3S(6,6)2 A2[3]BG1
FA3BG3S(3,3)2 FA2[6]BG1
FA3BG3S(3,6)2 FA2[3]G1
FA3BG3S(6,6)2 FA2[3]BG1
A3G35(3,3,6)3
A3G35(3,6,6)3 DG5 mggé D2
A3G35(6,6,6)3 POy
A2BG2
GP14 A3F1G3S(3,3,6)3 | DG6 FA2G2
FA3F1G3S(6,6,6)3 M5A1G1
A4GAS(6,6)2 FA2BG2
A3F1G3S(3,6,6)3
A3F1G3S(6,6,6)3 | PG M7D3
A4GA4S(6,6,6)3 A2F1G2
A4F1GAS2 M7D1
A4GAS3
GP15 A4GASS DG8 A3G3
A4F1G4S3 A2F2G2
FA3G3
M8D2, D3
M8D1, D3
GP16 A4G4S(6,6,6,6)4 | DGIY FA3BG3
A4GAS(3,6,6,6)4 A3F1G3
A4BG4S4 5GI0 N9
FA4GAS4 EASFLG3
A4F1GASS
A4GALacS4 DG11 A4G4
A4F2G4S4 A4BG4
FA4F1G4S4 A3F2G3
FA4GA4
A4F1G4
DG1 A2 DG12 A4F1G4
DG2 A2B DG13 A4G4Lac
A1G1 A4F2G4
FA2 FA4F1G4
DG3 M5
FA2B
A2[6]G1
A2[6]BG1

Tablica 5. (nastavak) Prikaz struktura N-glikana proteina plazme dobivenih metodom HILIC-
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Legenda:

*Kratice N-glikanskih struktura: svi glikani imaju pentasaharidnu srz (GlcNAc2 Mans); F
oznacava srznu fukozu (al-6) vezanu s proksimalnim GIcNAc; Mx, broj (x) manoza na
GlcNAc srzi; D1 predstavlja (al-2) vezanih manoza na Manal-6Manal-6 grani, D2 na Manal -
3Mano1-6 grani, D3 na Manal-3 grani M6 i na Manal-2Manal-3 grani M7 i M8; Ax, broj (X)
antena/grana (GIcNAc) na trimanozil srzi; A2, biantenarni s dva (B1-2) vezana GIcNAc; A3,
triantenari s dva (f1-2) vezana GICNAC na obje manoze i treci (f1-4) vezani GIcNAc na (al-3)
manozu; A4, A3 GIcNAc s dodatnim (B1-6) vezanim GIcNAc na (al-6) manozu; B, ra¢vajuci
(B1-4) vezani GlcNAc na (al-3) manozu; Gx, broj (x) (B1-4) galaktoza na antenama; [3]G1 i
[6]G1 oznacavaju da je galaktoza vezana preko al-3 ili al-6 manoze; F(x), broj (x) (al-3)
vezanih fukoza na GIcNAc antenama; Lac(x), broj (x) ekstenzija laktozamina (Galfl-
4GlcNAc); Sx, broj (x) sijalinskih kiselina (a2-3/6) vezanih za galaktozu (ako nema broja veze,

to¢na je veza nepoznata)
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U Tablici 6. dat je prikaz 24 kromatografska pika N-glikana IgG u uzorku plazme dobivena
standardiziranim protokolom (131).

Tablica 6. Prikaz struktura N-glikana imunoglobulina G u uzorku plazme dobivenih metodom
HILIC-UPLC

Glikan pik Struktura* Glikan pik Struktura*

GP1 F(6)A1 GP15 F[6]A2BG2

GP2 A2 F[6]A1G1S1

GP3 A2B A2G1S1

GP4 F(6)A2 F(6)A2G2

GP5 M5 GP16a F(6)A2(6)G1S1
F(6)A2 M4A1G1S1

A2BG1S1

P i(f()é‘;‘é? GP16b F(6)A2[3]G1S1

GP7 A2[3]G1 F[6]A2(6)BG1S1
F(6)A2B GP17 A2G2S1

G8a A2BG1 F(6)A2[3]BG1S1
F(6)A2[6]G1 GP18a A2BG2S1

GP8b F(6)A2[6]G1 F(6)A2G2S1

GP9 F(6)A2[3]G1 GP18b F(6)A2G2S1

GP10 F(6)A2[6]BG1 GP19 F(6)A2BG2S1

GP11 F(6)A2[3]BG1 GP20 Nepoznato

GP12 A2G2 GP21 A2G2S2
F(6)A2[3]BG1

GP13 A2BG2 GP22 A2BG2S2
F(6)A2G2

GP14 F(6)A2G2 GP23 F(6)A2G2S2

GP24 F(6)A2BG2S2

Legenda:

*Sve glikanske strukture imaju pentasaharidnu srz (GlcNAc2 Mans). F — srzna fukoza a(1-6)
vezana na proksimalni GlcNAc srzi; Mx — broj (x) vezanih manoza na GlcNAc srzi; Ax — broj
(x) antena/grana GIcNAc na trimanozil srzi; Gx — broj (x) galaktoza vezanih B(1-4) vezom na
grane; [3]G1i [6]G1 su galaktoze vezane na (a.1-3) ili (a1-6) manozu; Sx — broj (x) sijalinskih

kiselina na galaktozama
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Analizom dobnih, konstitucijskih, socioekonomskih, kardiovaskularnih i biokemijskih
¢imbenika rizika ispitanici s unilateralnim i bilateralnim znakovima senilne makularne
degeneracije bili su starije zivotne dobi s poremec¢ajem metabolizma lipida, ukljucujuéi frakcije
ukupnog kolesterola, triglicerida, LDL-a i HDL-a u serumu. U Tablici 7. prikazani su podaci

dobiveni logisti¢kom regresijom s omjerima izgleda i 95%-tnim rasponom pouzdanosti.

Tablica 7. Prilagodeni omjeri izgleda za ¢imbenike rizika za senilnu makularnu degeneraciju;

logistika regresija, s omjerima izgleda (OR) i 95%-tnim rasponom pouzdanosti (CI)

CIMBENICI RIZIKA P OR [95% CI]
Starost (godine) <0,001 | 1,04 [1,02 -1,06]
Spol

Muski (usp.) 1,00

Zenski 0,065 |1,47[0,98 - 2,23]
Godine §kolovanja 0,101 1,05[0,99 - 1,11]
Materijalni status (kompozitni indeks) 0,632 0,98 [0,92 — 1,05]
Indeks tjelesne mase 0,926 1,00 [0,96 — 1,05]
Pusenje (da/ne) 0,883 1,03 [0,68 — 1,56]
Hipertenzija (izmjerena ili povijest bolesti) 0,795 1,05 [0,72 — 1,55]
Dijabetes (terapija ili povijest bolesti) 0,403 0,7110,31-1,60]
Giht (terapija ili povijest bolesti) 0,135 0,48 [0,18 — 1,26]
Glaukom (terapija ili povijest bolesti) 0,143 1,79 [0,82 — 3,90]
Samoprijavljena razina fizicke aktivnosti 0,977 1,00 [0,79 - 1,27]
Augmentacijski indeks 0,289 0,99 [0,96 — 1,01]
Brzina pulsnog vala 0,872 1,01 [0,92 - 1,11]
Centralni sistoli¢ki krvni talk 0,880 1,00 [0,98 - 1,02]
Centralni dijastoli¢ki krvni talk 0,309 1,01 [0,99 - 1,04]
Urati (serum) 0,496 1,01 1,00 - 1,02]
Glukoza (serum) 0,662 0,97 0,82 -1,13]
HbA1c (serum) 0,113 0,81 0,63 - 1,05]
Kolesterol (serum) 0,001 2,03 1,35 - 3,05]
Trigliceridi (serum) <0,001 | 1,28]1,11 - 1,46]
HDL (serum) 0,005 2,41 1,30 — 4,46]
LDL (serum) 0,001 2,13 [1,39 - 3,27]
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Ispitanici su prema dobi i znakovima bolesti podijeljeni u tri skupine. Prvu skupinu (1) ¢ine
ispitanici stariji od 55 godina s bilateralnim (B) znakovima senilne makularne degeneracije,
drugu skupinu (2) ispitanici s unilateralnom (U) manifestacijom bolesti; tre¢u skupinu (3)

ispitanici mladi od 55 godina s ranim oblikom makulopatije s druzama (EODM).

Bivarijantnom analizom i viSestrukim usporedivanjem provedenim medu skupinama te s
kontrolnom skupinom identificirane su razli¢itosti u glikanskim strukturama proteina plazme i
imunoglobulina G. ZabiljeZene su razlike u sljede¢im kromatografskim pikovima glikana: GP2,
GP6-8, DG8, DG12, DG13, GO0, IgG_GP3, 1gG_GP4, 1gG_GP6, 1gG_GP14, 1gG_GP15,
IgG_GP18i 1gG_GP23.

Visestrukim usporedivanjem nisu zabiljezene znacajne razlike medu skupinama ispitanika i
kontrola u piku GP7, DG7, IgG_GP3 i 1gG_GP23. Razine glikana u piku GP6 (eB 0,026), DG6
(eB 0,026), GP8 (eB 0,008), DG8 (eB 0,008) i IgG_GP15 (eB 0,005) znac¢ajno su se razlikovale
usporedbom prve i trece skupine ispitanika, s viSim razinama u plazmi kod ispitanika trece

skupine.

U piku GP2 (ce 0,033; eB 0,013; eU 0,036) i DG2 (ce 0,033; eB 0,013; eU 0,036) nadene su
znacajne razlike usporedbom ispitanika s makularnom degeneracijom mladih od 55 godina u
odnosu na kontrole, kao i istih s ispitanicima koji imaju jednostrane i obostrane znakove
senilne makularne degeneracije. Razine pripadajucih glikanskih strukutra bile Su nize u trecoj

skupini ispitanika.

Razine glikanskih strukutra u piku DG12 (cB 0,017) i DG13 (cB < 0,001; eB 0,001) bile su
znacajno vise u ispitanika starijih od 55 godina s obostranim znakovima bolesti u odnosu na

kontrole, uz znacajnu razliku pika DG13 kod prve i tre¢e skupine ispitanika.

Razina agalaktoliziranih glikana GO (ce 0,017; eU 0,023; UB 0,005) znacajno je bila niza u
ispitanika s degeneracijom makule mladih od 55 godina u usporedbi s kontrolama, a nadene

su i znacajne razlike usporedbom prve i druge, kao i druge i tre¢e skupine.
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Glikanske strukture pika IgG_GP4 (cB < 0,001; ce 0,004; eB < 0,001) u usporedbi s kontrolama
znacajno su nize u ispitanika s makularnom degeneracijom mladih od 55 godina i znacajno vise
u ispitanika starijih od 55 godina s obostranim promjenama u makuli. Nadene su i razlike

usporedbom navedene dvije skupine.

Znacajna razlika glikanskih struktura pika 1gG_GP6 (cB 0,003; ce 0,010; eB < 0,001; eU
0,019), IgG_GP14 (ce 0,002; cB 0,018; eB < 0,001; eU 0,002) i IgG_GP18 (cB 0,008; ce 0,001;
eB < 0,001; eU < 0,001) u odnosu na kontrole registrirana je medu ispitanicima mladim od 55
godina i starijim od 55 godina s obostranim znakovima SMD-a. Takoder su nadene razlike
usporedbom prve i treée, kao i prve i druge skupine ispitanika. Bilateralne slucajeve prate vise
razine 1gG_GP6, dok u ispitanika s ranim nastupom promjena u makuli primjetan je rast
IgG_GP14i 1gG_GP18.

U Tablicama 8. i 9. prikazani su N-glikani plazme i imunoglobulina G sa statisti¢ki znacajnom
razlikom dobivenom usporedbom predlozenih skupina ispitanika s kontrolama (cijeli set

glikanskih mjerenja nalazi se u dodacima, Tablica D1.).
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Tablica 8. Statisticki znacajni rezultati analize N-glikana proteina plazme u ispitanika s

bilateralnom (B) i unilateralnom (U) manifestacijom SMD-a te ranim oblikom makulopatije s

druzama (EODM) u usporedbi s kontrolnom skupinom

Glikan | Bilateralni (B) | Unilateralni EODM (e) Kontrole (c) P (F) | *Znacajnost
pik SMD (U) SMD parova
GP2 4,13+1,23 435+ 1.25 2,75+0,81 3,74+ 1,39 0,009 ce 0,033;

(1,90 -7,14) (3,01-6,37) (1,59-4,66) | (1,06 -12,65) | (3,84) eB 0,013;

eU 0,036;

GP6 3,44 £ 0,74 3,78+ 0,51 4,28 £ 1,00 3,77£0,91 0,043 eB 0,026
(2,13-4,91) (3,27 — 4,85) (2,82 -6,41) (1,49 -7,39) (2,72)
GP7 11,97 + 4,08 10,01 +1,1 10,00 + 1,26 10,75+ 2,42 0,038
(8,32—-26,34) | (8,17-11,42) | (8,14—-13,15) | (6,53—29,18) | (2,82)

GP8 8,8+1,19 9,42 + 0,87 10,43 £ 2,10 9,41 +1,55 0,016 eB 0,008
(6,06 —11,01) | (7,86-10,39) | (7,45-16,51) | (5,74—-14,93) | (3,45)

DG2 4,13+1,23 4,35+ 1,25 2,75+0,81 3,74+ 1,39 0,009 ce 0,033;

(1,90 - 7,14) (3,01-6,37) (1,59-4,66) | (1,06 -12,65) | (3,84) eB 0,013;

eU 0,036;

DG6 3,44 £ 0,74 3,78+ 0,51 4,28 + 1,00 3,77 0,91 0,043 eB 0,026
(2,13-4,91) (3,27 —4,85) (2,82 -6,41) (1,49 - 7,39) (2,72)
DG7 11,97 £4,08 10,01 £1,10 10,00 £ 1,26 10,75+ 2,42 0,038
(8,32-26,34) | (8,17-11,42) | (8,14-13,15) | (6,53-29,18) | (2,82)

DG8 8,8+1,19 9,42 + 0,87 10,43 + 2,10 9,41+ 1,55 0,016 eB 0,008
(6,06 -11,01) | (7,86 -10,39) | (7,45-16,51) | (5,74—-14,93) | (3,45)

DG12 0,93+0,46 0,78 £ 0,20 0,73+0,25 0,75+0,30 0,029 cB 0,017
(0,42 —2,29) (0,36 — 1,06) (0,39 -1,14) (0,10 - 2,46) (3,03)

DG13 0,95 + 0,57 0,70+ 0,19 0,60 + 0,24 0,68+0,28 | <0,001| cB<0,001;

(0,32 -2,30) (0,34-0,97) (0,28 — 1,15) (0,18 — 1,95) (7,75) eB 0,001

GO 4,48 +£1,20 4,67 £1,18 3,01+£0,81 4,07 £1,36 0,004 ce 0,017,

(2,23 -7,38) (3,41 -6,76) (1,77-4,83) | (1,39-12,84) | (4,42) eU 0,023;

UB 0,005
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Tablica 9. Prikaz statisticki znacajnih rezultata analize N-glikana imunoglobulina G u

ispitanika s bilateralnom (B) i unilateralnom (U) manifestacijom SMD-a te ranim oblikom

makulopatije s druzama (EODM) u usporedbi s kontrolnom skupinom

Glikan | Bilateralni (B) | Unilateralni EODM (e) Kontrole (c) P (F) | *Znacajnost
pik SMD (U) SMD parova
1gG_GP3 0,12 + 0,02 0,11 £ 0,05 0,08 + 0,01 0,10 £ 0,03 0,049
(0,08 - 0,15) (0,04 -0,18) (0,07 -0,09) (0,03-0,18) (3,05)
IgG_GP4 | 25,22 +5,54 22,52 £ 4,02 16,19 + 4,88 20,99 +£6,14 | <0,001 | cB<0,001;
(13,66 —39,43) | (18,57-29,68) | (6,93-23,3) | (6,48—-47,89) | (9,69) ce 0,004;
eB < 0,001
lgG_GP6 6,58 + 1,60 6,37 £1,35 4,43 +£1,10 5,61 +1,63 < 0,001 cB 0,003;
(4,60-12,08) | (4,78-8,93) (2,42-6,17) | (2,10-12,86) | (8,17) ce 0,010;
eB < 0,001,
eU 0,019
IgG_GP14 | 9,75+251 9,30 £ 2,29 14,59 + 3,45 11,6 + 3,67 < 0,001 ce 0,002;
(481-1754) | (6,84—-13,72) | (8,74—-20,94) | (3,39-25,82) | (8,50) cB 0,018;
eB < 0,001;
eU 0,002
IgG_GP15 | 1,41+0,28 1,50 + 0,23 1,76 £ 0,38 1,55+0,36 0,009 eB 0,005
(0,76 — 2,31) (1,14 -1,80) (1,14 - 2,49) (0,75 -3,54) (3,85)
lgG_GP18 | 7,69+1,63 7,20+ 1,51 11,27 + 2,65 9,07 £ 2,53 < 0,001 cB 0,008;
(4,39-12,05) | (5,05-9,86) | (6,47-17,31) | (3,29-19,38) | (10,06) ce 0,001,
eB < 0,001,
eU < 0,001
lgG_GP23 | 1,83+0,57 1,79+£0,34 2,25+ 0,50 2,07+ 0,63 0,40
(0,86 — 3,43) (1,18 — 2,23) (1,31-3,32) (0,70—-4,67) (2,79)

*usporedba ispitivanih skupina i kontrola (engl. pair-wise comparisons across groups); (cB)

vrijednost oznacava razliku izmedu bilateralnih slucajeva SMD-a i kontrolne skupine; (cU)

vrijednost je razlika unilateralnih slucajeva SMD-a nasuprot kontrolne skupine; (ce) vrijednost

je rezultat post-hoc testa usporedbe skupine ispitanika s ranim oblikom makulopatije s druzama

i kontrola; (eU) vrijednost razliku izmedu skupine ispitanika s ranim oblikom makulopatije s

druzama i unilateralnih slu¢ajeva SMD-a; (eB) vrijednost razliku izmedu skupine ispitanika s

ranim oblikom makulopatije s druzama i bilateralnih slu¢ajeva SMD-a; (UB) vrijednost

oznacava razliku izmedu unilateralnih i bilateralnih slucajeva senilne makularne degeneracije;

prikazani su statisticki znacajni rezulatati (znacajnost parova)
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Daljnja analiza statisticki znacajnih pikova glikana proteina plazme i imunoglobulina G
dobivenih u prethodnom koraku prilagodena je prema dobi i spolu, kao i identificiranim
rizi¢nim ¢imbenicima lipidnog metabolizma (kolesterol, trigliceridi, LDL, HDL). Znacajan
rezultat (DG13) dobiven usporedbom sve tri skupine ispitanika s kontrolnom skupinom (P =

0,008), sa znac¢ajno visim izgledima u ispitanika s degenerativnim promjenama makule.

U zasebnim modelima usporedbe izmedu skupine ispitanika mladih od 55 godina s druzama u

makuli i kontrolne skupine nije bilo statisticki znacajnih rezultata.

Usporedbom kontrolne skupine s grupom ispitanika s unilateralnim oblikom senilne makularne
degeneracije pronadeni Su znacajno nizi izgledi za pik IgG_GP18 (P = 0,009), marginalno
snizeni izgledi za 1gG_GP4 (P = 0,043) i marginalno poviSeni izgledi za pik GP6 (P = 0,045).

Na kraju, grupa ispitanika starijin od 55 godina s obostranim znakovima bolesti imala je
znacajno vece izglede za pik DG13 (P < 0,001), praéene porastom razine GP7 (P =0,012) i GO
(P = 0,047), kao i neznatno snizenim izgledom za GP2 (P = 0,049), a svi dobiveni rezultati

prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Rezultati analize statisticki znacajnih pikova glikana proteina plazme i
imunoglobulina G sve tri skupine ispitanika i kontrolne skupine, prilagodeni prema dobi, spolu

i rizi¢nim ¢imbenicima lipidnog metabolizma metodom logisticke regresije

Prediktor Kontrole_vs. sve | Kontrole vs. _Kontrolg VS. .Kontrol_e VS.
skupine EODM unilateralni SMD bilateralni SMD
GP2 - 0,61 (gjgggi 1,16)
GPo ] ] 2,42 (2:815—; 5,65) '
GP7 - - 116 (2822— 1,30)
DGI3 1) 96 (21%8—; 6,43) ) ) 7,90 (Z,%fglz;o,%)
GO - - ) 1,83 (8237— 3,14)
l9G_GP4 ] ] 0,83 (822:313—; 0,99) -
l9G_GP18 ] ) 0,43 (8:239—; 0,79) -

[Prvi stupac prikazuje model usporedbe naspram kontrolne skupine; sljede¢i stupci prikazuju
zasebne modele usporedbe skupina ispitanika s kontrolama. Prikazani su statisticki znacajni
rezultati, izrazeni kao P, s OR (95% CI)]
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5 Rasprava

U ovom istrazivanju detektirane promjene glikozilacije upucuju na slozenu prirodu progresije
makularne degeneracije povezane sa starenjem i postepeni pad imunoloskih regulacijskih
mehanizama pracenih snizenim razinama digalaktoliziranih biantenarnih glikana sa srznom
fukozom i terminalno vezanom sijalnom kiselinom (IgG_GP18) u ispitanika s jednostranim
znakovima bolesti te porast tetraantenarnih glikanskih struktura s fukozilacijom vanjske grane

(DG13) u ispitanika s obostranim znakovima senilne makularne degeneracije.

U ispitanika mladih od 55 godina s ranim nastupom degeneracije makule prisutna je aktivacija
protuupalnih mehanizama, dok kod ispitanika starijih od 55 godina s unilateralnim oblikom
SMD-a dolazi do imunoloske disregulacije i pojave jakih proupalnih signala u bilateralnim
sluc¢ajevima SMD-a (162). Sli¢an generalizirani obrazac promjena identificiran je u ispitanika
s fibrozom jetre, $to ukazuje na odredenu razinu sli¢nosti nastanka bolesti u razli¢itim organima
(168). U pacijenata sa senilnom makularnom degeneracijom i pacijenata s fibrozom jetre bolest
prolazi kroz razliCite stadije progresije pracene pocetnom fazom aktivacije reparativnih
mehanizama, a zatim disregulacijom lokalnih i sistemnih imunoloskih komponenti, kao i

ekspresijom konacnog fenotipa bolesti.

Senilna makularna degeneracija multikompleksna je bolest u ¢ijoj patogenezi sudjeluju razliciti
mehanizmi, a u dosadas$njim studijama istrazivane Su razli¢ite molekule kao potencijalni
markeri. Medutim, nije naden dovoljno specifican marker koji bi zadovoljio dijagnosticke
kriterije (138). U mnogim bolestima razliite etiopatogeneze (reumatoidni artritis, pankreatitis,
kolangitis, SeCerna bolest, upalne bolesti crijeva, kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca)
proucavan je glikozilacijski profil proteina plazme gdje su detektirane promjene poveéanja
granjanja uz rast tri- i tetraantenarnih glikanskih struktura, te povisene razine fukoziliranih, tri-
I tetrasijaliziranih glikana plazme uz povecanje broja vezanih manoza (169-171). Medutim,
generalizirani obrazac proteina plazme ne pruza dovoljno specifi¢ne podatke o odredenom
procesu u organizmu stoga je jedan od najprocavanijih glikanski profil imunoglobulina G s

obzirom na njegovu ulogu u imunoloskom sustavu.
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Druze senilne makularne degeneracije imaju visok udio glikolnih konjugata i zbog toga obrazac
glikozilacije proteina predstavlja jednu od potencijalnih meta naprednih istrazivanja kojima bi
se dodatno razjasnila patogeneza bolesti. Upravo prisustvo konzistentne sijalinske kiseline u
svim fenotipima druza upucuje na ulogu procesa glikozilacije u najranijoj fazi razvoja druza.
Lektinskim probama dokazani su mnogi glikoproteini u sastavu druza, medu kojima i IgG ¢iji
se obrazac glikozilacije mijenja s godinama i nazo¢nos¢u bolesti (68, 143-145). U prethodnim
studijama pokazalo se da je promijenjeni profil protutijela IgG i IgM prisutan osim u mreznici
i u plazmi ispitanika sa senilnom makularnom degeneracijom i da znacajno korelira sa stadijem
bolesti (138). Pretpostavljena teorija akumuliranja inzulta izazvanih oksidacijskim stresom,
disregulacija paraupalnog odgovora, upalno-imunoloska hipoteza starenja organizma i razvoja
bolesti povezanih s dobi (36, 38) te glikozilacijski obrazac koji mijenja funkciju proteina koji
sudjeluju u upalno-imunoloskom odgovoru dovode u fokus analizu glikanskog profila proteina
i imunoglobulina G u plazmi kojom bi se mogli detektirati odredeni mehanizmi ukljuceni u

patogenezu bolesti.

Rezultati prikazani u Tablicama 8. i 9., a dobiveni usporedbom ispitanika s degeneracijom
makule mladih od 55 godina i kontrolne skupine sugeriraju nelinearni obrazac promjena
upalnog signala s manjom razinom agalaktoliziranih struktura (GO) i odredenih struktura s
racvaju¢im GIcNAc bez terminalno vezane sijalne kiseline 1 galaktoze (GP2, DG2, IgG_GP4,
IgG_GP6), kao i veéi stupanj protuupalnih di-galaktoliziranih biantenarnih glikanskih struktura
s vezanom fukozom na pentasaharidnoj srzi i terminalnom Neu5Ac (IgG_GP14, IgG_GP18).
Fukoza na pentasaharidnoj srzi regije Fc IgG posreduje u sprjecavanju protutijelima ili
komplementom posredovane stani¢ne citotoksi¢nosti, dok sli¢cno imunosupresivno djelovanje
imaju i terminalno vezane sijalne kiseline smanjujuci afinitet regije Fc maskiranjem ostataka
GIcNAC (172-175).

Detektirane promjene glikozilacije u ispitanika s degeneracijom makule mladih od 55 godina
sugeriraju da nakupljanje otpadnog materijala u mreznici kod mladih ljudi moze pokrenuti
reparativne imunosupresijske mehanizme u sklopu paraupalnog procesa radi ocuvanja
homestaze i funkcionalnosti, $to je i opisano u prethodnim studijama (14, 36, 38, 54-57).
Mreznica je, kao i mozak, visoko sofisticirano tkivo koje ima specijalne zasStitne mehanizme
suprimiranja upalno-imunoloske reakcije (56). Lokalne stanice u mrezZnici, stanice RPE-a i
neuroni eksprimiraju razli¢ite imunomodulatore kojima suprimiraju mikrogliju/makrogafe,
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aktivaciju T-stanica i komplementa te induciraju smrt infiltriraju¢ih imunoloskih stanica. Ako
je vanjska krvno-mreznic¢na barijera intaktna, takoder ni cirkuliraju¢e antigen prezentirajuce

stanice nece detektirati oksidacijskim stresom inducirane endogene alarmine u mreznici (54—

57).

Daljnja multivarijantna analiza glikanskih struktura u ispitanika mladih od 55 godina s druzama
makule, prilagodena prema dobi, spolu i rizinim ¢imbenicima lipidnog metabolizma, nije
polucila zna¢ajan rezultat, Sto moze upucivati na zbunjujuée ¢imbenike. Stoga je u buduénosti
potrebno teziti boljem ustroju studija upravo i zbog velikog rizika progresije makularne
degeneracije kod mladih pacijenata u neovaskularni stadij bolesti (13). Veca kohortna skupina
ispitanika s ranom makularnom degeneracijom mladih od 55 godina, kao i multipla glikanska
mjerenja iz razli¢itih uzoraka suza i plazme, uz kontinuirano pracenje ispitanika pomoc¢i ¢e u
boljem razumijevanju procesa glikozilacije u ranim fazama nastanka i progresije bolesti u
mladoj dobnoj skupini. Poznavanje ¢imbenika rizika i razumijevanje paraupalnog odgovora,
koji je prisutan ve¢ u ranoj fazi bolesti, omogucilo bi mozda razvoj dijagnostickih,
prognosti¢kih 1 terapeutskih noviteta, posebno znacajnih za one pacijente s makularnom
degeneracijom na jednom oku, mladih od 55 godina i/ili nositelja znacajnog genetickog rizika

za razvoj bolesti (36, 38).

U ispitanika starijih od 55 godina, kod kojih je dobno zadovoljen kriterij senilne makularne
degeneracije, rezultati sugeriraju disregulaciju paraupalnog procesa. Jednostrana prezentacija
bolesti moze predstavljati prolaznu fazu prema bilateralnom obliku ili, OvisSno 0 okoli$nim,
genetickim i fenotipskim karakteristikama, i manji temeljni rizik pojave i progresije bolesti u
odnosu na bilateralne slu¢ajeve SMD-a (162, 176). Prema podacima prikazanim u Tablici 8. i
9., ispitanici s jednostranom prezentacijom SMD-a imali su poviSene razine agalaktoliziranih
glikana (GO0), vise razine odredenih glikanskih struktura s ra¢vaju¢im GIcNAc bez terminalne
sijalne kiseline i galaktoze (GP2, DG2, 1gG_GP6), kao i snizene razine digalaktoliziranih
biantenarnih struktura sa srznom fukozom (IgG_GP14, IgG_GP18) naspram skupine ispitanika
mladih od 55 godina s druzama makule. Medutim, multivarijantnom analizom nisu nadene
znacajne razlike. 1z Tablice 10. vidljivo je da usporedbom jednostranih slu¢ajeva SMD-a s
kontrolom skupinom multivarijantnom analizom su otkriveni znacajno nizi izgledi za

digalaktolizirane biantenarne glikane sa srznom fukozom i terminalno vezanom NeuSAc
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(IgG_GP18), §to se u prethodnim studijama pokazalo znacajnim u funkcioniranju imunoloskog

sustava (172-175).

U prethodnim studijama dokazana je korelacija glikanskih strukutra 1gG_GP18 s
hiperlipidemijom (119), koja se i u ranijim studijama pokazala rizi¢nim ¢imbenikom razvoja
senilne makularne degeneracije, kao i kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti (29, 30).
U ovom istrazivanju pokazano je da ispitanici sa senilnom makularnom degeneracijom imaju
poremecen metabolizam lipida u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 7.). Dislipidemija
potiée razvoj kroni¢ne upale prac¢ene povisenim razinama IL-6 (119). U prethodnim studijama
kod ispitanika sa senilnom makularnom degeneracijom zabiljezen je lokalni i sistemski porast
IL-6 koji promovira aktivaciju limfocita i proteina akutne faze (72, 177), a smatra se jednim od
mogucih modulatora procesa glikozilacije IgG (178). Ukupni kolesterol, trigliceridi 1 poviSene
razine LDL-a promoviraju upalno stanje pozitivno koreliraju¢i s IgG_GP6, kao i smanjenjem
IlgG_GP18 (119). Sli¢ne promjene porasta racvajuc¢ih struktura i Smanjenja stupnja
galaktolizacije i sijalizacije, pracene slobodnim ostacima GlcNAc, detektirane su i u Secernoj
bolesti tip II, hipertenziji i ishemijskom mozdanom udaru (92). Pretpostavlja se da ra¢vajuci
GIcNAc ima negativni utjecaj na stupanj galaktolizacije, sijalizacije i srzne fukozilacije
biantenarnih struktura, $to je veéina plazmatskih imunoglobulina G (131). Istodobno, uz snizeni
IgG_GP18, u ovom istrazivanju prezentirani su U Tablici 10. i marginalno poviSeni izgledi za
monogalaktolizirane monosijalizirane biantenarne glikane s racvaju¢im GlcNAc i
oligomanozne strukture (GP6), §to je prethodno implicirano s povecanim rizikom za brojne

bolesti.

Nadene promjene glikanskih struktura, prilagodene dobi i spolu, u ispitanika s unilateralnom
senilnom makularnom degeneracijom u odnosu na kontrolnu skupinu mogu predstavljati slom
reparativnih paraupalnih mehanizama. S obzirom na veliku ulogu imunoloskog sustava u
odgovoru na tkivni stres nasuprot ¢injenici da u senilnoj makularnoj degeneraciji nema
intezivne imunoloske reakcije (Starenjem organizma dolazi i do fenomena imunosenescencije)
pretpostavka je da u patogenezi upravo dolazi do disregulacije paraupalnog procesa, sloma
reparativnih mehanizama i kroni¢ne upale niskog stupnja aktivnosti. Kroni¢na upala niskog
stupnja aktivnosti kriti¢ni je dogadaj u mnogim ljudskim bolestima povezanima sa Zivotnom

dobi i u imunolosko privilegiranim tkivima. Sliéni mehanizmi su i u podlozi razvoja
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ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti, Secerne bolesti tip 11 i neurodegenerativnih bolesti
(55, 57).

Akumulirana oSte¢enja u kontekstu starenja oka nadvladavaju moguénost reparativnih
kapaciteta tkiva, sto vodi razgradnji vanjske krvno-mrezni¢ne barijere, disregulaciji lokalnih i
sistemskih komponenti, ekstracelularnog matriksa, retinalnog pigmentnog epitela, mreznicne
mikroglije, makrofaga/dendritickih stanica, limfocita B, limfocita T, citokina, kemokina,
¢imbenika komplementa i angiogeneze. Disbalans pro/protuupalnih mehanizama, gubitak
imunoloske privilegiranosti, promjene populacije makrofaga i T-stanica, kao i aktivacija
sustava komplementa povezane su s povecanom ekspresijom proupalnih citokina u mreznici
(CCL2, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-22, TGF-B i IFN-y), sto vodi razvoju druza,
geografske atrofije i neovaskularne forme SMD-a (36-41, 54-57).

U ranijim studijama potvrdene su i poviSene sistemske razine ¢cimbenika komplementa, citokina
i protutijela u ispitanika sa SMD-om (71-73, 76, 78, 79). Medutim, ostaje nejasno na koji tocno
nacin sistemske razine proupalnih ¢imbenika utjecu na lokalna patoloska zbivanja u mreznici.
Pretpostavlja se da aktivirane sistemske imunoloske stanice i citokini uslijed sloma krvno-
mreznicne barijere regrutirani u makulu pridonose patologiji. Razina sistemske imunoloske
aktivacije niskog stupnja teza je u ispitanika sa senilnom makularnom degeneracijom u
usporedbi s kontrolnom skupinom iste dobi, §to moze odrazavati intrinzi¢nu prekomjernu
reaktivnost imunoloskog sustava tj. disregulaciju sistemskih paraupalnih mehanizama
uzrokovanu akumulacijom oksidacijskih ostec¢enja tijekom starenja (179). Osim procesa
starenja razloge veée imunoloske aktivnosti i disregulacije paraupalnog procesa treba traziti i u
poremecaju antioksidacijskog sustava, komplementa, makrofaga i limfocita uslijed genetic¢ke
predispozicije ili epigenetickog utjecaja okolisnih ¢imbenika rizika. S druge strane, malo je
podataka o serumskim razinama protuupalnih citokina, IL-10 i IL-4, u odnosu na kontrolne
skupine odgovarajuce dobi i ostaje nejasno na koji na¢in ravnoteza proupalnih i protuupalnih

citokina generira fenotip bolesti (75, 76).

NajizraZenija proupalna promjena otkrivena je u ispitanika starijih od 55 godina s obostranim
znakovima SMD-a na fotografiji fundusa. U svim stadijima i fenotipima senilne makularne

degeneracije impliciran je odredeni stupanj upale koji vrhunac doseze razvojem eksudativne
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forme (36, 38). Prema podacima prezentiranima u Tablici 8. i 9., usporedbom s kontrolnom
skupinom 1 ispitanicima mladim od 55 godina s druzama makule u skupini ispitanika s
bilateralnim znakovima SMD-a otkrivene su poviSene razine tetraantenarnih glikana s
fukozilacijom vanjske grane (DG12, DG13), porast odredenih glikanskih struktura s racvaju¢im
GIcNAC bez vezane galaktoze i terminalne NeuS5Ac (GP2, DG2, 1IgG_GP4, IgG_GP6) i snizene
razine digalaktoliziranih biantenarnih glikana sa srznom fukozom i terminalnom NeuSAc
(IgG_GP14, IgG _GP18). U uzorku glikana multivarijantnom analizom prilagodenom dobi,
spolu i lipidnim ¢imbenicima rizika nadeni su poviSeni izgledi za tetraantenarne strukture s
fukozilacijom vanjske grane (DG13), pracene poviSenjem odredenih glikana s rac¢vajucim
GIcNACc i odsutnom srznom fukozom, kao i visokomanoznim strukturama (GP7) uz neznatno
snizeni GP2 (Tablica 10.).

Analizama stabilnosti i varijabilnosti identificirane su glikanske strukture ovisne o genetickoj
regulaciji u odnosu na one koje su pod veéim utjecajem okolisnih ¢imbenika. Upravo su
strukture pika DG13 podloZnije utjecaju okolisnih ¢imbenika rizika koji su jedan od vaznih
¢imbenika razvoja senilne makularne degneracije (180). PoviSene razine tetraantenarnih
glikana s antenarnom fukozilacijom prethodno su identificirane u multiploj sklerozi,
ulceroznom kolitisu, Crohnovoj bolesti i terminalnim fazama karcinoma (124, 125, 181, 182).
U odnosu na srznu fukozu antenarna fukozilacija korelira s aktivacijom komplementa putem
lektina. Takoder, razine ukupnog kolesterola u krvi, HDL-a, LDL-a i triglicerida, kao indikatora
nezdravog nalina zivota, pozitivno koreliraju s poviSenim stupnjem granjanja, tri- i
tetraantenarnim strukturama, fukozilacijom vanjske grane, smanjenjem srzne fukozilacije i

vezanim manozama (92, 119, 135).

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 10., bilateralne slu¢ajeve SMD-a karakterizirale su i
znacajno povisene razine agaloktoliziranih glikana (GO0), §to je zabiljeZeno 1 u drugim upalnim
i autoimunosnim bolestima (121-123, 140-142). Medu najbolje istrazenim bolestima svakako
se isti¢e reumatoidni artritis kod kojeg se IgG-GO moze rabiti kao prognosticki marker
destrukcije zglobova, pa ¢ak i u juvenilnom obliku bolesti (141). Strukture 1gG-GO sa
slobodnim ostacima GlcNAc aktiviraju komplement vezuci se na ¢imbenik komplementa C1q
(173). Promjene glikozilacije regije Fc 1gG, u smislu smanjenog stupnja galaktolizacije, vode
smanjenju protuupalne funkcije i promociji upalnog stanja. Suprotne promjene galaktolizacije
IgG tijekom starenja i trudnoce primjeri su na koji nacin funkcija IgG, pa i cjelokupnog
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imunoloskog sustava, ovisi 0 navedenoj modifikaciji. Proucavaju¢i incidenciju i progresiju
reumatoidnog artritisa studije su pokazale da u trudno¢i dolazi do kompletne remisije bolesti u
75% slucajeva uslijed pada razine agalaktoliziranih 1gG, vjerojatno  zbog
imunoendokrinoloskog supresivnog djelovanja progesterona. U postpartalnom razdoblju
nastupa egzerbacija bolesti zbog aktivacije IL-6, smanjenja razine galaktoziltransferaza i skoka
IgG-GO0 (128, 178). Osim IL-6 vjerojatan je i utjecaj drugih proupalnih i protuupalnih citokina

u generiranju konac¢nog fenotipa bolesti.

Sve tri skupine ispitanika u jednoj kategoriji u odnosu na kontrolnu skupinu znacajno su se
razlikovale samo u porastu tetraantenarnih glikana s fukozilacijom vanjske grane u piku DG13
(Tablica 10.). Takav rezultat otkriva nedostatke provedenog istrazivanja u smislu poprecne
prirode studije temeljene na jednostrukom mjerenju glikanskih struktura iz jednog dostupnog
bioloskog uzorka. Buduée studije prilikom ustroja trebale bi teziti preciznijoj procjeni i
klasifikaciji ispitanika prema fenotipu bolesti uz kontinuirano klini¢ko pracenje, prvenstveno S
obzirom na slozenost same bolesti. ViSestrukim mjerenjem glikana iz razli¢itih dostupnih
bioloskih uzoraka, suza i plazme, kroz razli¢ite stadije progresije bolesti, izbjegli bi se
eventualno lazno negativni rezultati u spektru progresije, ¢ime bi se omogucilo bolje

razumijevanje etiopatogeneze bolesti (162, 183, 184).

Unato¢ tomu $to Se zadnjih godina prema velikoj koli¢ini dokaza pokazalo da je krucijalni
dogadaj u patogenezi senilne makularne degeneracije imunolosko-upalni proces, potrebne su
daljnje studije kako bismo odgovorili na pitanje zasto paraupalni odgovor postaje disreguliran
na lokalnoj i sistemskoj razini (36, 38). U patogenezi SMD-a mnogi procesi su i dalje

nedovoljno razjasnjeni, a pitanja koja se namecu su sljedeca:
1. Koji je prvi dogadaj koji vodi egzerbaciji starosnih promjena prema patoloskim?

2. Gdje nastupaju prve strukturne promjene na razini kompleksa Bruchova membrana-retinalni

pigmentni epitel-fotoreceptori?

3. Dogada li se prvo smrt fotoreceptora ili smrt stanica retinalnog pigmentnog epitela?

4. Na koji nacin stanice umiru (49)?

5. U kojem trenutku dolazi do upalno-imunoloskog odgovora i mogu li se ti putevi modulirati?
6. Na koji nac¢in organizam regulira ravnotezu izmedu proupalnih i protuupalnih medijatora?
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7. Razlikuje li se upalno-imunoloski proces ovisno o genotipu i fenotipu bolesti?

9. Postoji li u organizmu odreden stupanj sistemske upale i na koji na¢in plazmatske razine

proupalnih citokina djeluju lokalno na razini tkiva (69, 72)?

10. Ima li obrazac glikozilacije lokalnih i sistemskih proteina upalno-imunoloskog odgovora

ulogu u patogenezi (138, 162)?

Trend starenja populacije stavlja u fokus inovativne dijagnosticke i terapijske mogucénosti za
bolesti povezane sa starenjem. ,,Je li starenje proupalno stanje organizma?” jedno je od glavnih
pitanja na koje znanost jo$ treba dati odgovor. Dolazi li starenjem do promjene obrasca
glikozilacije i razvoja upale ili promjene glikozilacije dovode do kroni¢ne upale niskog stupnja,
starenja organizma i razvoja bolesti? Moze li se putem glikanskog profila plazme razlikovati
zdravo od bolesnog starenja? Takoder, mozemo li putem lako dostupnih bioloSkih uzoraka, kao
Sto je plazma, detektirati rane promjene lokalnih 1 sistemskih patoloskih zbivanja povezanih sa
starenjem (136, 137)? Jedan od dokaza proupalne teorije starenja i razvoja bolesti su i
detektirane promjene glikanskog profila plazme i IgG kod kojih s godinama dolazi do pada
razine galaktozilacije i sijalizacije, kao i porasta ra¢vaju¢eg GlcNAc, a to dovodi do promocije

proupalnog stanja u organizmu (118, 130, 131).

Analiza glikoproteina kao markera ima znacajan potencijal 1 u oftalmologiji, budu¢i su IgG
dokazani u sastavu druza, Bruchove membrane, retinalnog pigmentnog epitela i u
fotoreceptorima (143, 144) pa bi buduce studije svakako detaljnije trebale razmotriti ulogu
procesa glikozilacije u slozenim obrascima formiranja kona¢nog fenotipa kombinacijom s
drugim potencijalnim biomarkerima. Upravo promjene obrasca glikozilacije 1gG koje
nastupaju godinama prije postavljanja dijagnoze reumatoidnog artritisa (141), otvaraju
mogucnosti razvoja novih dijagnosti¢kih testova temeljenim na glikanima, ali i pretpostavke da
se alteracije glikana IgG dogadaju i u drugim autoimunosnim i kroni¢énim upalnim bolestima

(92, 121-123).

Za sto personaliziraniji pristup u predvidanju nastanka i progresije bolesti potrebna su daljnja
istrazivanja bioraspolozivosti molekularnih ¢imbenika, medu kojima su i glikani, a zatim i

njihova upotreba u modelima predvidanja. U ispitanika s jednostranom prezentacijom senilne
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makularne degeneracije potencijalni glikanski marker predstavljaju snizene razine
digalaktoliziranih biantenarnih glikana sa srznom fukozom i terminalno vezanom sijalnom
kiselinom [IgG_GP18 (P < 0,009)], a u ispitanika s obostranim znakovima senilne makularne
degeneracije porast tetraantenarnih glikanskih struktura s fukozilacijom vanjske grane [DG13
(P < 0,001)]. Kvantifikacija svih poznatih ¢imbenika rizika (demografski, okoli$ni, geneticKi,
epigeneticki, molekularni i fenotipski) u personaliziranim modelima predvidanja naposljetku
moze dovesti do preventivnih strategija i personaliziranih savjeta, sto ¢e svakako imati povoljan

klini¢ki u¢inak, poboljsanje kvalitete zivota pacijenata i smanjenje troskova lijeéenja.
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6

Zakljucak

Nakon provedenih istrazivanja glikana plazme i/ili imunoglobulina G u ispitivanoj skupini

bolesnika sa senilnom makularnom degeneracijom i usporedbom s kontrolnom skupinom moze

se zakljuciti slijedece:

1.

Ispitanici s jednostranim i obostranim znakovima senilne makularne degeneracije bili
su starije zivotne dobi s poremeéenim metabolizmom lipida Kkoji je i prethodno
impliciran kao rizi¢ni Cimbenik nastanka i progresije bolesti. Multivarijantnom
analizom glikanskih struktura u ispitanika s makularnom degeneracijom mladih od 55

godina nije dobiven statisti¢ki znacajan rezultat.

U ispitanika starije Zivotne dobi s jednostranom prezentacijom senilne makularne
degeneracije najznacajniji rezultat predstavljaju snizene razine digalaktoliziranih
biantenarnih glikana sa srznom fukozom i terminalno vezanom sijalnom kiselinom
[lgG_GP18 (P < 0,009)], sto upuc¢uje na slom reparativnin mehanizama i poremecaj

imunoloske regulacije.

U ispitanika s obostranim znakovima senilne makularne degeneracije najznacajniji
rezultat predstavlja porast tetraantenarnih glikanskih struktura s fukozilacijom vanjske
grane [DG13 (P < 0,001)], $to odgovara promociji upalnog stanja u organizmu.

Iz svega navedenog razvidno je da se glikani plazme i/ili imunoglobulina G mogu rabiti
kao biomarkeri senilne makularne degeneracije. No, u budu¢im studijama bilo bi
potrebno povecati broj ispitanika, preciznije definirati ustroj studije, klasifikaciju
bolesti, provesti visestruka mjerenja glikanskih struktura iz razli¢itih bioloskih uzoraka

te kontinuirano klinicki pratiti bolesnike.
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7 Sazetak

Senilna makularna degeneracija (SMD) bolest je centralnog dijela mreznice. Vodeéi je
uzrok sljepocée u populaciji iznad 55 godina Zivota i tre¢i globalni uzrok sljepoce iza mrene i
glaukoma. Brojna su istrazivanja usmjerena na razumijevanje etiopatogeneze i pronalazak
potencijalnih biomarkera.

Glikozilacija je proces posttranslacijske modifikacije proteina. Imunoglobulini G (IgG)
najbolje su prouceni N-glikoproteini koji sudjeluju u kontroliranom imunoloskom odgovoru, a
razlika u glikozilacijskom profilu 1gG ovisi 0 genetickoj i epigenetickoj regulaciji, kao i
konstitucijskim i okolisnim ¢imbenicima. Promjene glikozilacije nazo¢ne su u ranoj akutnoj
fazi i razvojem kroni¢nih stadija bolesti, pa bi analiza glikanskog profila proteina i
imunoglobulina G u plazmi bila znacajna u rasvjetljivanju mehanizama uklju¢enih u
patogenezu SMD-a.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati promjene obrasca glikozilacije sveukupnih proteina i
imunoglobulina G u plazmi, u razli¢itim skupinama ispitanika s degenerativnim promjenama u
makuli iz kohorte ,,10, 001 Dalmatinac” te ih usporediti s relevantnom kontrolnom skupinom.

Ispitanici s jednostranim i obostranim znakovima senilne makularne degeneracije bili su
starije zivotne dobi, s poremecenim metabolizmom lipida. Multivarijantnom analizom
glikanskih struktura u ispitanika s makularnom degeneracijom mladih od 55 godina nije
dobiven statisticki znacajan rezultat. U ispitanika starije zivotne dobi s jednostranom
prezentacijom senilne makularne degeneracije najznacajniji rezultat predstavljaju sniZene
razine digalaktoliziranih biantenarnih glikana sa srznom fukozom 1 terminalno vezanom
sijalnom kiselinom [IgG_GP18 (P < 0,009)], §to upuc¢uje na slom reparativnih mehanizama i
poremecaj imunoloske regulacije. U ispitanika s obostranim znakovima senilne makularne
degeneracije najznacajniji rezultat predstavlja porast tetraantenarnih glikanskih struktura s
fukozilacijom vanjske grane [DG13 (P < 0,001)], $to odgovara promociji upalnog stanja u
organizmu.

Sve tri skupine ispitanika u jednoj kategoriji u odnosu na kontrolnu skupinu znacajno su se
razlikovale samo u porastu tetraantenarnih glikana s fukozilacijom vanjske grane. Takav
rezultat otkriva nedostatke provedenog istrazivanja u smislu poprec¢ne prirode studije temeljene
na jednostrukom mjerenju glikanskih struktura iz jednog dostupnog bioloskog uzorka. Ustroj
buducih studija trebao bi se temeljiti na preciznijoj procjeni i klasifikaciji ispitanika prema
fenotipu bolesti, uz kontinuirano klinicko pracenje i viSestruko mjerenje glikana iz razlicitih

bioloskih uzoraka.
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8 Summary

Age-related macular degeneration (AMD) is a disease of the central portion of the retina. It
is the leading cause of blindness in over-55 population and the third cause of blindness globally,
after cataracts and glaucoma. Numerous research projects are devoted to elucidating the
etiopathogenesis and identifying potential biomarkers.

Glycosylation is the post-translational modification process for proteins. Immunoglobulin
G (IgG) is well-studied N-glycoprotein that participates in the homeostatic control of the
immune response. The interindividual variation in the glycosylation profile of 1gG is affected
by the expression of glycan-related genes, epigenetic regulation, as well as constitutional and
environmental factors. Glycosylation changes are present in the early acute phase and the
development of chronic stages of the disease; therefore, the analysis of the glycan profile of
proteins and immunoglobulin G in plasma would be significant in identifying the processes
involved in the pathogenesis of AMD.

The objective of this study was to compare the glycosylation patterns of total proteins and
immunoglobulin G in plasma from different groups of 10,001 Dalmatian subjects with macula
degeneration to a relevant control group.

The subjects with unilateral and bilateral signs of AMD were elderly people and had
dysfunctional lipid metabolism.The multivariate analysis of glycan structures did not produce
a significant result in subjects under 55 years of age with macular degeneration. The most
significant result regarded lower odds for di-galactylated bi-antennary glycans with core fucose
and terminally attached sialic acid [IgG_GP18 (P < 0,009)] in unilateral cases of AMD. The
described alterations in glycan structures may indicate a failure of reparative para-inflammatory
mechanisms. The most significant result revealed increased odds for tetra-antennary structures
with fucosylation of the outer branch grane [DG13 (P < 0,001)], which is a strong indicator of
inflammation, in bilateral cases of AMD.

Only the increase in tetra-antennary glycans with fucosylation of the outer branch was
significantly different between the three subject groups in one category and the control group.
This result reveals the limitations of the conducted research due to the cross-sectional nature of
the study based on a single measurement of glycan structures from a single available biological
sample. Future studies should aim for a more precise evaluation and classification of subjects
according to disease phenotype, with continuous clinical monitoring and multiple

measurements of glycans in various biological samples.
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Dodatak

Tablica D1. Prikaz svih rezultata glikanskih mjerenja u plazmi po skupinama ispitanika

fGlill(<a_r_1ska Bilateralni (B) SMD Unilateralni (U) SMD EODM (e) Kontrole (c) P(F) *Znacajnost parova
rakcija
Plazma gjglikani
GP1 0,17 £ 0,07 (0,10 —0,37) 0,18 + 0,06 (0,08 — 0,27) 0,12 £+ 0,06 (0,05 - 0,25) 0,17 £ 0,12 (0,03 - 2,11) 0,438 (0,91)
GP2 4,13+1,23 (1,90 -7,14) 4,35+ 1,25 (3,01 - 6,37) 2,75+ 0,81 (1,59 — 4,66) 3,74 1,39 (1,06 — 12,65) 0,009 (3,84) ce 0,033; eU 0,036; eB 0,013
GP3 2,14 £ 0,37 (1,27 — 2,72) 2,34 £ 0,33 (1,87 -2,97) 2,00 £ 0,30 (1,58 — 2,48) 2,09+0,46 (1,07 —5,97) 0,318 (1,18)
GP4 5,17+ 1,26 (2,87 - 7,22) 5,89+ 0,91 (4,62 - 7,82) 5,43 £1,03 (3,64 — 7,29) 5,4 +1,25 (1,99 — 11,07) 0,522 (0,75)
GP5 2,34 +0,35 (1,60 — 2,97) 2,29+0,30 (1,93 -2,83) 2,53 +0,44 (2,04 - 3,78) 2,42+0,43 (1,35 -4,09) 0,459 (0,86)
GP6 3,44 £ 0,74 (2,13 - 4,91) 3,78 £ 0,51 (3,27 — 4,85) 4,28 £1,00 (2,82 - 6,41) 3,77+£0,91 (1,49 - 7,39) 0,043 (2,72) eB 0,026
GP7 11,97 + 4,08 (8,32 — 26,34) 10,01 +1,1 (8,17 —11,42) 10,00 +£ 1,26 (8,14 —13,15)  |10,75+ 2,42 (6,53 —29,18) | 0,038 (2,82)
GP8 8,8 +1,19 (6,06 — 11,01) 9,42 +0,87 (7,86 — 10,39) 10,43 +2,10(7,45-16,51) |9,41+1,55 (5,74 — 14,93) 0,016 (3,45) eB 0,008
GP9 37,78+ 2,68 (31,95 -42,03) |38,41+ 1,96 (34,71 -40,52) |38,02+2,52 (32,94 -40,91) |37,93+ 3,09 (22,64 —50,5) | 0,962 (0,10)
GP10 7,26 +1,5 (4,18 - 10,25) 6,74 + 1,25 (5,26 — 8,66) 7,53 +1,24 (5,22 - 10,12) 7,32 +£1,59 (3,39 — 15,54) 0,676 (0,51)
GP11 2,10 £ 0,66 (1,15 —4,21) 2,06 £ 0,69 (1,24 —3,19) 1,81+£0,37 (1,39 — 2,71) 2,05+0,69 (0,81 -5,7) 0,584 (0,65)
GP12 1,61 +0,41 (0,95 -2,52) 1,71+ 0,49 (1,36 — 2,96) 1,87 £0,72 (1,16 — 3,20) 1,8 £0,53 (0,65 - 3,72) 0,306 (1,21)
GP13 4,62 + 1,45 (1,82 - 7,47) 5,10+ 0,86 (3,74 — 6,29) 5,40 + 1,37 (3,28 — 7,97) 5,28 + 1,47 (0,59 — 11,18) 0,154 (1,75)
GP14 7,19+1,72 (4,27 — 10,68) 6,40 + 0,89 (5,25 - 7,99) 6,34 + 1,28 (4,43 — 9,68) 6,46 + 1,44 (2,51 — 12,54) 0,094 (2,14)
GP15 0,44 + 0,18 (0,10 — 0,84) 0,53+0,13 (0,39 -0,79) 0,55+0,21 (0,21 - 0,89) 0,53+0,19 (0,06 — 1,51) 0,141 (1,82)
GP16 0,83+ 0,40 (0,31 — 2,03) 0,80+ 0,34 (0,50 — 1,59) 0,95+ 0,34 (0,31 - 1,64) 0,87 +0,31 (0,11 — 2,53) 0,656 (0,54)
DG1 0,17 £ 0,07 (0,10 - 0,37) 0,18 + 0,06 (0,08 — 0,27) 0,12 £ 0,06 (0,05 - 0,25) 0,17 £ 0,12 (0,03 — 2,11) 0,438 (0,91)
DG2 4,13 +1,23 (1,90 - 7,14) 4,35+ 1,25 (3,01 - 6,37) 2,75+ 0,81 (1,59 — 4,66) 3,74 1,39 (1,06 — 12,65) 0,009 (3,84) ce 0,033; eU 0,036; eB 0,013
DG3 2,14 £ 0,37 (1,27 — 2,72) 2,34 £ 0,33 (1,87 — 2,97) 2,00 £ 0,30 (1,58 — 2,48) 2,09+£0,46 (1,07 —5,97) 0,318 (1,18)
DG4 5,17+ 1,26 (2,87 — 7,22) 5,89+ 0,91 (4,62 - 7,82) 5,43 £ 1,03 (3,64 — 7,29) 5,4 +1,25 (1,99 — 11,07) 0,522 (0,75)
DG5 2,34+ 0,35 (1,60 — 2,97) 2,29+£0,03 (1,93 - 2,83) 2,53+0,44 (2,04 - 3,78) 2,42 + 0,43 (1,35 - 4,09) 0,459 (0,86)
DG6 3,44 £ 0,74 (2,13 - 4,91) 3,78 £ 0,51 (3,27 — 4,85) 4,28 +£1,00 (2,82 - 6,41) 3,77+£0,91 (1,49 - 7,39) 0,043 (2,72) eB 0,026
DG7 11,97 +4,08 (8,32 —26,34) | 10,01+1,1(8,17-11,42) | 10,00+ 1,26 (8,14 —13,15) [10,75+ 2,42 (6,53 —29,18) | 0,038 (2,82)
DG8 8,80+ 1,19 (6,06 — 11,01) 9,42 +0,87 (7,86 — 10,39) 10,43 £2,1 (7,45 - 16,51) 9,41 + 1,55 (5,74 — 14,93) 0,016 (3,45) eB 0,008




Tablica D1. (nastavak) Prikaz svih rezultata glikanskih mjerenja u plazmi po skupinama ispitanika

Glikanska Bilateralni (B) SMD Unilateralni (U) SMD EODM (e) Kontrole (c) P(F) *Znadajnost parova
frakcija
Plazma glikani
DG11 2,25+ 0,60 (1,05 — 3,68) 2,41+0,42 (1,9 -3,07) 2,20+ 0,47 (1,52 - 3,04) 2,36 £ 0,57 (0,9 — 5,03) 0,496 (0,80)
DG12 0,93+ 0,46 (0,42 —2,29) 0,78 £ 0,2 (0,36 — 1,06) 0,73+0,25 (0,39 - 1,14) 0,75+ 0,30 (0,1 — 2,46) 0,029 (3,03) cB 0,017
DG13 0,95+ 0,57 (0,32 — 2,30) 0,7 +£0,19 (0,34 - 0,97) 0,60 £ 0,24 (0,28 — 1,15) 0,68 + 0,28 (0,18 — 1,95) < 0,001 (7,75) cB < 0,001; eB 0,001
Monosialo 24,69 + 4,13 (20,04 - 22,9+ 1,62 (20,5 - 25,53) 23,72+3,2 (19,47 -31,43) |23,83+3,44(11,88-42,36) | 0,512 (0,77)
37,71
Disialo 57,38 + 2,65 )(51,33 - 59,06 + 0,92 (58,02 — 60,88) |58,18 + 2,03 (53,96 —61,92) | 58,06 + 2,32 (47,4 — 67,67) 0,269 (1,31)
61,62
Trisialo 14,88 £ 2,48 (8,;_6 —19,00) | 15,21 +1,6 (11,88 —16,68) 14,8 + 1,7 (10,98 — 17,51) 14,84 + 2,08 (6,06 — 22,27) 0,962 (0,10)
Tetrasialo 3,05+ 1,21 (0,91 - 6,56) 2,83+0,82 (1,5-4,14) 3,30+1,46 (1,01 -6,17) 3,27+ 1,52 (0,64 — 12,99) 0,725 (0,44)
BAMS 31,22 +£ 4,17 (25,57 - 29,77 £ 1,29 (27,61 - 32,22) |30,07 + 2,47 (26,82 — 34,76) |30,27 + 3,15 (21,36 — 46,67) | 0,467 (0,85)
43,14
BADS 71,43 £4,93 )(57,68 - 72,42 +15 (70,55 -75,33) |69,81+ 3,54 (63,11 -75,71) | 71,2+ 4,00 (54,04 — 84,43) 0,438 (0,91)
76,99
BA 79,87 £ 3,41 (74),26 -86,9) | 79,81+1,87 (77 -82,76) 79,95+ 25 (76,34 —84,86) |79,88+2,61(70,74-89,68) | 0,999 (0,01)
TRIA 16,05+ 2,4 (10,08 -19,7) 16,36+ 1,42 (13,79 -18,31) |16,47 +2,04 (12,28 —20,26) | 16,35+ 2,05 (8,79 —24,34) 0,899 (0,20)
TA 4,08 + 1,38 (2,31 - 8,20) 3,83+0,65 (2,94 - 4,79) 3,58+0,77 (2,38 - 5,02) 3,77+0,82 (1,54 - 7,38) 0,225 (1,46)
C-FUC |21,64+4,53(12,13-31,5) | 21,4743,32 (16,4 -26,76) |24,61 +5,45 (18,06 —39,68) |22,71+4,38 (10,43 -36,42) | 0,167 (1,69)
A-FUC 3,50+ 1,24 (1,79 - 6,51) 3,05+ 0,68 (2,18 — 4,04) 3,11+ 0,62 (2,14 — 4,59) 3,11 +0,98 (1,43 - 11,05) 0,261 (1,34)
A2 0,19+ 0,07 (0,12 - 0,40) 0,20 £ 0,07 (0,1 -0,3) 0,13+ 0,06 (0,07 — 0,25) 0,18 + 0,11 (0,04 — 2,01) 0,345 (1,11)
GO 4,48 +1,20 (2,23 - 7,38) 4,67+1,18 (3,41 -6,76) 3,01+0,81 (1,77 — 4,83) 4,07+ 1,36 (1,39 — 12,84) 0,004 (4,42) ce 0,017; eU 0,023; UB 0,005
G1 9,16 + 1,34 (6,45 - 11,67) 9,94 +1,19 (8,18 — 12,36) 9,04 +1,23 (7,19 - 11,39) 9,29 +1,48 (5,00 — 19,19) 0,493 (0,80)
G2 66,23 + 3,73 (58,56 — 65,2 + 2,03 (62,27 — 69,33) 67,89 + 2,25 (64,06 —71,33) | 66,53 + 2,74 (56,43 -79,18) | 0,110 (2,01)
78,22
G3 13,42 £ 2,54 (8,4)19 -17,91) [13,21+1,21 (10,84 -14,67) | 13,62+ 2,32 (9,64 —17,8) 13,54 £ 2,18 (6,24 — 22,54) 0,960 (0,10)
G4 1,28 £ 0,54 (0,41 - 2,69) 1,33+ 0,45 (0,91 - 2,38) 1,49 £ 0,52 (0,52 - 2,53) 1,41+ 0,48 (0,32 - 3,29) 0,461 (0,86)
IgG glikani
IgG_GP1 | 0,22 £ 0,21 (0,05 - 1,06) 0,32 +0,25 (0,08 - 0,75) 0,19+ 0,14 (0,05 - 0,55) 0,20+ 0,17 (0,02 - 1,55) 0,170 (1,68)
IgG_GP2 | 0,96 + 0,32 (0,40 — 1,86) 1,16 + 0,71 (0,37 — 2,65) 0,60 £ 0,25 (0,21 - 1,21) 0,88 £ 0,58 (0,14 — 9,39) 0,060 (2,47)
IgG_GP4 25,22 + 5,54 (13,66 — 22,52 + 4,02 (18,57 —29,68) | 16,19 + 4,88 (6,93 — 23,3) 20,99 + 6,14 (6,48 — 47,89) | < 0,001 (9,69) ce 0,004; cB < 0,001; eB <
39,43 0,001
IgG_GP3 | 0,12 +0,02 (0,2)8 -0,15) 0,11+ 0,05 (0,04 —0,18) 0,08 £ 0,01 (0,07-0,09) 0,10 £ 0,03 (0,03-0,18) 0,049 (3,05)




Tablica D1. (nastavak) Prikaz svih rezultata glikanskih mjerenja u plazmi po skupinama ispitanika

Glikanska Bilateralni (B) SMD Unilateralni (U) SMD EODM (e) Kontrole (c) P(F) *Znacajnost parova
frakcija
IgG glikani
1gG_GP5 0,24 + 0,10 (0,10 — 0,56) 0,33+0,16 (0,15 - 0,69) 0,29 + 0,19 (0,08-0,92) 0,28 + 0,14 (0,07-1,64) 0,297 (1,23)
1gG_GP6 6,58 + 1,60 (4,6-12,08) 6,37 + 1,35 (4,78-8,93) 4,43+ 1,10 (2,42-6,17) 5,61+ 1,63 (2,1-12,86) <0,001(8,17) ce 0,010; cB 0,003; eU 0,019;
eB < 0,001
1gG_GP7 0,70 + 0,36 (0,25-1,61) 0,9+0,47 (0,32-1,78) 0,59 + 0,28 (0,27-1,29) 0,72 + 0,42 (0,11-4,06) 0,323 (1,16)
1gG_GP8 16,69 +1,99 (13,57-20,33) |15,84 + 2,17 (12,26-18,37) |17,27 £ 2,87 (11,4-22,98) | 16,65 + 2,21 (0,52-22,65) 0,446 (0,89)
IgG_GP15 1,41+0,28 (0,76 — 2,31) 15+0,23(1,14-1,8) 1,76 £ 0,38 (1,14 — 2,49) 1,55 £ 0,36 (0,75 — 3,54) 0,009 (3,85) eB 0,005
1gG GP16 3,21+£0,52 (2.35-4.88) 3,29+ 0,25 (2,88 - 3,62) 3,26 +0,36 (2,55-3,89) | 3,16 0,50 (1,71 -4,82) 0,644 (0,56)
lgG_GP17 2,32+£1,47 (0.67 — 7.21) 2,98 +1,68 (1,44 —5,88) 2,55+1,54(0,59-5,80) |2,79+1.83(0,46—13,61) 0,444 (0,89)
lgG_GP18 7,69 1,63 (4.39 —12.05) 7,2+151(505-9,86) [11,27 +2,65 (6,47 —17,31) |9,07£2,53 (3,29 -19,38) | <0,001 (10,06) | ce 0,001; cB 0,008; eU < 0,001; eB
< 0,001
lgG_GP19 2,20+ 0,60 (1.44 —3.81) 2,34 +0,37 (2,06 — 3,22) 2,32 +0,61 (1,50 - 3,92) 2,35+ 0,60 (1,12 —9,03) 0,535 (0,73)
lgG_GP20 0,53+0,28 (0.14 - 1.13) 0,89+ 0,66 (0,29 — 2,07) 0,61+0,51 (0,14 -2,26) | 0,62+ 0,45 (0,08 — 3,46) 0,199 (1,55)
lgG GP21 2,72 + 1,86 (0.45 — 7.40) 4,93 + 3,54 (1,95 - 12) 3,67 +3,57 (0,48 —15,60) |3,52+ 2,78 (0,39 — 22,46) 0,153 (1,76)

*usporedba ispitivanih skupina i kontrola (engl. pair-wise comparisons across groups); (cB) vrijednost ozna¢ava razliku izmedu bilateralnih slucajeva SMD-a i kontrolne

skupine; (cU) vrijednost je razlika unilateralnih slu¢ajeva SMD-a nasuprot kontrolne skupine; (ce) vrijednost je rezultat post-hoc testa usporedbe skupine ispitanika s

ranim oblikom makulopatije s druzama 1 kontrola; (eU) vrijednost razliku izmedu skupine ispitanika s ranim oblikom makulopatije s druzama i unilateralnih slucajeva

SMD-ga; (eB) vrijednost razliku izmedu skupine ispitanika s ranim oblikom makulopatije s druzama i bilateralnih slu¢ajeva SMD-a; (UB) vrijednost ozna¢ava razliku

izmedu unilateralnih i bilateralnih slu¢ajeva senilne makularne degeneracije; prikazani su statisticki znacajni rezulatati (znacajnost parova)
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